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RESUMEN 
 
M. en C. Sandra Karina Santuario Facio 
Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con especialidad en Biología Molecular e Ingeniería 
Genética. 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Fecha de graduación: Enero 2014 
Título del estudio: “Identificación de vías de señalización afectadas en pacientes con cáncer de mama 
mediante perfiles de expresión global y secuenciación masiva” 
Introducción: En cáncer de mama (CM)  la selección de la terapia depende en gran parte del estado de 
receptor de estrógenos, progesterona y HER2, sin embargo el CM triple negativo (CMTN) carece de la 
expresión de estos tres receptores.  Objetivo: Realizar un análisis genómico y de expresión global en 
muestras de tejido de pacientes con CM antes y después del tratamiento neoadyuvante y asociar los 
hallazgos con la respuesta al tratamiento. Material y Métodos: Se realizó un análisis de genes candidatos 
y de expresión global en muestras de 28 mujeres (Grupo 1) con CM de tejido de biopsia y cirugía (antes y 
después de quimioterapia neoayuvante con Adriamicina/Ciclofosfamida). Análisis de expresión de genes 
candidatos y global fueron realizados en este grupo a partir del RNA total que fue obtenido de las 
muestras de tejido. La expresión de los genes BRCA1, EFGR, PTPN12 y TP53 fue realizada usando 
sondas tipo TaqMan usando los genes B-ACT y GAPDH, el análisis estadístico fue realizado con el 
programa DataAssist v3 para obtener los valores de cuantificación relativa de la expresión génica 
mediante el método 2-∆∆CT. Los perfiles de expresión se llevaron a cabo usando la metodología de 
Affymetrix. La respuesta al tratamiento fue evaluada tomando en cuenta la disminución o aumento en el 
tamaño del tumor después del tratamiento neoadyuvante. En el grupo 2 de pacientes se incluyeron 32 
muestras de tejido fijado en formol y embebido en parafina que fueron analizadas mediante un panel de 
genes relacionados con cáncer y secuenciación masiva. A partir de gDNA fueron construidas las librerías, 
PCR en emulsión, enriquecimiento y secuenciación siguiendo el protocolo del fabricante. El análisis 
bioinformático se realizó en el servidor de Ion Torrent  y para la identificación de las variantes fue utilizado 
el plugin “Variant Caller”. Resultados: En el grupo 1, en el análisis de genes candidatos se encontraron 
cinco pacientes que cambiaron significativamente de expresión en BRCA1 (p=0.05, t student), cinco 
pacientes en EGFR, ocho pacientes en PTPN12 y solo tres pacientes en TP53. Ocho pacientes (38%) 
tuvieron cambio en la expresión de al menos uno de los genes analizados, tres de estos presentaron RPC 
y cinco RCP. En el análisis de expresión global se obtuvieron 59 genes diferencialmente expresados. En 
la clasificación molecular se mostraron cambios en el subtipo molecular entre la muestra de antes y 
después de tratamiento en el 42% (10/24) de las muestras. Solo el 16.7% de las pacientes presentaron 
una respuesta patológica completa (RPC), mientras que la mayoría (58%) presentaron una respuesta 
clínica parcial (RCP). En el grupo 2, se obtuvieron un total de 168 diferentes variantes que se encontraron 
en las 32 muestras, en 32 de los 46 genes analizados. La mayoría de las variantes (95.8%) fueron SNP, 
mientras que 4.2% fueron inserciones (3/168) o deleciones (4/168). El casi 30% (49/168) de las variantes 
ya habían sido reportadas previamente, sin embargo el 70% son variantes no reportadas. Nueve genes 
presentaron variantes en más de 5 muestras, pero solo los genes ATM, FGFR2 y PIK3CA mostraron 
variantes no reportadas con efecto en sus respectivas proteínas. Conclusiones: El presente trabajo abre 
el panorama a la detección de nuevas firmas genómicas relacionadas a la respuesta al tratamiento 
neoadyuvante y a la presencia de probables mutaciones propias de nuestra población. 
 
 
___________________________________ 
Dra en C. Rocío Ortiz López 
Director de tesis 
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1. MARCO TEÓRICO 
1.1. Aspectos Generales del Cáncer de Mama 
 A nivel mundial, el cáncer más frecuente entre mujeres es el cáncer de mama (CM) con 
1.38 millones de nuevos casos diagnosticados para el 2008[2]. Este tipo de cáncer es frecuente 
tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo, con tasas de incidencia que van desde 
19.3 (por cada 100,000 mujeres) en el este de África, hasta 89.7 (por cada 100,000 mujeres) en 
el oeste de Europa [2].  En cuanto a mortalidad, este rango es menor (aproximadamente de 6 a 
19 por cada 100,000 mujeres), sin embargo ocupa el quinto lugar en causa de muerte por cáncer 
en población general y el primer lugar en causa de muerte por cáncer en mujeres alrededor del 
mundo[2]. 
En México, el CM es el principal tipo de tumor maligno en mujeres adultas (20 años en 
adelante) con un 24.3% de los casos reportados para el año 2010[1]. La morbilidad del CM es 
mayor entre mujeres de 40 a 60 años, observándose que el mayor porcentaje de casos (29.8%) 
se encuentra entre las mujeres de 50 a 59 años, y el segundo más alto (27.8%) entre mujeres de 
40 a 49 años (Figura 1)[1] indicando que la presencia de casos en mujeres jóvenes es de 
importancia en nuestra población. En cuanto a la mortalidad, para el 2011 el CM fue la principal 
causa de muertes por cáncer entre mujeres mayores de 20 años con un 13.8%, seguida por el 
cáncer cervicouterino con 10.4% en nuestro país[1]. Es importante señalar que entre las tasas de 
mortalidad en grupos de edades jóvenes (en ambos sexos) las tasas más altas en mujeres 
corresponden a casos de CM, observándose que entre mujeres de 30 a 39  y de 40 a 49 años las 
tasas de mortalidad son  4.46 y 14.55  por cada 100,000 habitantes respectivamente, mientras 
que en hombres las tasas más altas corresponden al cáncer de estómago en estos mismos 
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grupos de edad donde tenemos 1.51 (30 a 39 años) y 3.91 (40 a 49 años) por cada 100,000 
habitantes (Tabla 1)[1].  
 
Figura 1. Distribución porcentual de morbilidad hospitalaria de la población femenina de 20 años y más por 
tumores malignos seleccionados según grupo de edad 2010 [1] 
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Tabla 1. Tasa de mortalidad observada de la población de 20 años y más, por principales 
tumores malignos según grupo de edad y sexo 2011[1]. 
 
 La muerte en pacientes tan jóvenes por CM en nuestro país puede indicar una creciente 
frecuencia de casos agresivos de esta enfermedad y/o con poca o nula respuesta al tratamiento 
por parte de las pacientes, quienes en lugar de obtener el mayor beneficio de terapias agresivas, 
como lo son la quimioterapia no dirigida, terminan sufriendo los estragos de los efectos adversos 
que en muchas ocasiones deterioran más de lo que ayudan su estado de salud. Lo anterior indica 
la necesidad de nuevas estrategias de tratamiento, así como la búsqueda de biomarcadores que 
ayuden a personalizar las opciones de terapias personalizadas para las mujeres mexicanas que 
padecen CM. 
 Paradójicamente, el incremento que se está observando en la mortalidad por CM en los 
últimos años a nivel mundial contrasta con la gran cantidad de información y el manejo de 
terapias que de esta neoplasia se ha obtenido. Pues el CM ha sido una de las patologías en las 
que más inversión y más investigaciones se han realizado sobre su caracterización molecular y 
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manejo vanguardista de terapias dirigidas, desde el siglo pasado. Otro aspecto alarmante sobre 
el CM, es que la mayoría de las pacientes son diagnosticadas en etapas avanzadas de la 
enfermedad (III y IV) dejando como decisión terapéutica por parte de los médicos, tratamientos 
con agentes quimioterapéuticos.  
Diagnóstico y clasificación del CM. 
 Anatómicamente, la glándula mamaria está compuesta de ácinos (o glándulas) y de 
ductos y la mayoría de tumores mamarios surgen en estas últimas estructuras. Los ductos 
mamarios consisten de dos capas celulares principales; una interna con una capa epitelial luminal 
bien diferenciada, y una externa a lo largo de la membrana basal. Estas poblaciones pueden ser 
bien distinguidas por la expresión de ciertos marcadores proteicos utilizando técnicas 
inmunohistiquímicas e histológicas. Utilizando estos métodos histopatológicos se pueden 
distinguir diferencias entre tumores mamarios observándose principalmente dos grupos: 1) por un 
lado el grupo de CM- luminal el cual expresa marcadores para citoqueratinas (CK) de bajo peso 
molecular incluyendo a CK7, CK8, CK18, CK19, MUC1a-6 integrina, BCL2, RE, RP, GATA3 y 
moléculas epiteliales de adhesión, 2) por otro lado el grupo de CM-basal que se caracteriza por 
la presencia de células mioepiteliales que expresan CK5, CK6, CK14, CK17, Integrina 4, 
Laminina, Vimentina, EGFR y tiene un índice de proliferación elevada. Típicamente, este último 
grupo carece de CKs presentes en el grupo luminal y frecuentemente es RE y RP negativo [3].  
Esta clasificación histopatológica ha permitido entender mejor el desarrollo del CM y sentar las 
bases para la clasificación molecular de los tumores de mama, que fue posible hasta la 
realización de los estudios de microarreglos de expresión.  
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Los estudios pioneros para la clasificación molecular de los tumores de mama de Perou, 
Sorlie y cols.[4] en el 2000 y de Abd El-Rehim y cols.[5] en el 2005 distinguen cinco subtipos de 
CM distintos, cada uno de los cuales tiene un fenotipo definido con respecto al origen y tipo del 
epitelio celular: luminal y basal. Los subtipos incluyen a dos grupos RE(+) definidos como: i) 
luminal A/RE(+) y ii) luminal B/RE(+) y otros tres grupos con receptor de hormonas negativo: iii) 
con sobreexpresión de HER2, iv) normal-like y v) basal-like. Otros estudios como el de Yu y 
cols.[6] en el 2004 reprodujeron la clasificación en dos grupos étnicos diferentes observando que 
la mayoría de los grupos descritos se conservaban entre población asiática y caucásica [6]. Sin 
embargo, no fue hasta el 2009 cuando Parker y cols [7] publicaron el desarrollo de un conjunto de 
50 genes que actúa como un indicador para clasificar los tumores de mama en los cinco subtipos 
descritos por Perou y cols. [4], este conjunto de 50 genes fueron comparados de acuerdo a su 
reproducibilidad por tres métodos de predicción de los cuales el método PAM (Prediction Analysis 
of Microarray) fue el mejor algoritmo según la reproducibilidad en la clasificación de subtipos 
moleculares, de ahí que el algoritmo PAM50 es hoy en día uno de los métodos más usados para 
la clasificación molecular de tumores de mama. 
 Desde que se estableció esta clasificación molecular, se han realizado varios estudios 
para tratar de correlacionar los subtipos moleculares o firmas genómicas derivadas de análisis de 
microarreglos con el buen o mal pronóstico del cáncer [8-13] y para estudiar la respuesta o no al 
tratamiento [12, 14-19]. Sin embargo, la concordancia de la clasificación tradicional por 
histopatología y la nueva clasificación molecular, no han arrojado resultados satisfactorios y en 
cambio, han generado controversia; aunque ambos métodos hacen una clara distinción entre los 
tumores que sobre-expresan HER2, los RE(+) y los RP(+). Estos tres marcadores son críticos 
para la elección del tratamiento adecuado, dándosele terapia hormonal (tamoxifeno y en 
ocasiones con quimioterapia) a pacientes positivos para RE y RP y terapia específica 
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(trastuzumab) para los tumores HER2(+). Estos tratamientos han demostrado mejor efectividad y 
han impactado en mejorar los periodos libres de enfermedad y la supervivencia [20, 21]. Esta 
caracterización implica la existencia de un subtipo de cáncer que carece de la expresión de 
cualquiera de estos tres marcadores y que se ha clasificado como negativo para RE, RP y HER2, 
denominado por eso, CM triple negativo (CMTN) [22-24], para el cual las opciones terapéuticas 
están limitadas y el pronóstico es pobre. Este subtipo es actualmente objeto de una intensa 
investigación. 
Cáncer de Mama Triple Negativo (CMTN). 
 Según se describió en el párrafo anterior, los CMTN se definen por la falta de expresión 
de RE, RP y HER2/neu. Este subtipo representa aproximadamente el 15-30% de todos los tipos 
de cáncer mamario en diversos estudios retrospectivos. Este subtipo de neoplasia parece ser 
más frecuente en mujeres premenopáusicas jóvenes, en mujeres con ancestro africano y en 
mujeres latinoamericanas [25]. Un estudio retrospectivo en México con 110 pacientes reportó 
15% de los casos de cáncer mamario precoz en la categoría triple negativo y señaló mayor 
marcación tumoral para Ki67 [26]. Otro estudio retrospectivo realizado en Arabia Saudita de 113 
casos reportó que la edad mediana fue 42 años, 76% eran pre-menopáusicas y 21% tenían 
historia familiar de cáncer mamario. Los autores observaron que todos los tumores tuvieron una 
evolución agresiva, aunque la naturaleza retrospectiva y la correlación clínica desfavorable 
dificultan la interpretación [27]. Sin embargo, los dos estudios anteriores contrastan notablemente 
con los del trabajo realizado por un grupo italiano, con más de 3,500 pacientes con cáncer 
mamario precoz, que halló solamente 4% de casos CMTN, e identificó una proporción casi doble 
de tumores de alto grado (63%) [28]. Debido a la ausencia de conductas de tratamiento 
sistemáticas específicas, este subgrupo de pacientes suele recibir terapia estándar, aunque 
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presentan una alta tasa de remisión tumoral y metástasis. Histológicamente, estos tumores son 
pobremente diferenciados y generalmente se ubican dentro del grupo basal, siendo positivos 
para las CKs 5 y 6.  
 Los análisis de expresión global en tejido muestran que estos tumores forman un grupo 
homogéneo en términos de transcripción de genes, y exhiben similitudes con los cánceres 
mamarios asociados a mutaciones en el gen BRCA-1. En la búsqueda de marcadores 
moleculares para este tipo de cáncer, se han observado mutaciones que conducen a la expresión 
alterada de genes como EGFR, TP53, BRCA1, C-KIT y trastornos en vías metabólicas como 
apoptosis dirigida por caspasas y BCL. Estos trabajos aislados aún no han sido validados en 
otros grupos o en otras poblaciones, pero han generado enormes expectativas, pues estos genes 
podrían ser candidatos, no solo como biomarcadores moleculares, sino como blancos 
terapéuticos [29-31]. 
Tratamiento del CM. 
 El tratamiento a nivel mundial y con énfasis en Estados Unidos de América está basado 
en guías desarrolladas por expertos, como la asociación estadounidense de oncología clínica 
(ASCO por sus siglas en inglés), en las cuales se les explica a las pacientes el panorama general 
del tratamiento disponible para cada caso, dependiendo de las características histopatológicas 
del tumor, así como las características clínicas de las pacientes.  Las opciones del tratamiento, 
de acuerdo a estas guías, dependen de varios factores entre los que se mencionan:  
1. Estadio y grado del tumor. 
2. Estado de receptores hormonales (RE, RP) y estado de HER2. 
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3. Edad de la paciente, estado de salud general y preferencias en la elección del 
tratamiento. 
4. Estado de menopausia de la paciente. 
5. Presencia de mutaciones conocidas en los genes hereditarios implicados en el CM 
(BRCA1 y BRCA2).[32] 
 En México las decisiones sobre el tratamiento de casos con CM se basan en la norma 
oficial mexicana NOM-041-SSA2-2002, Para la prevención, diagnóstico, tratamiento, control y 
vigilancia epidemiológica del cáncer de mama [33], la cual describe lo siguiente:  
Cirugía: es la extirpación del tumor y del tejido circundante durante una operación. La cirugía 
también se utiliza para evaluar ganglios linfáticos cercanos axilares. En general, cuanto más 
pequeño es el tumor, más opciones quirúrgicas tienen las pacientes. Los tipos de cirugía 
incluyen: 1)Tumorectomía (extirpación del tumor y un pequeño margen de tejido normal “limpio” 
(sin cáncer) alrededor del tumor) y 2)Mastectomía (extirpación quirúrgica de toda la mama). Los 
tratamientos quirúrgicos se pueden nombrar como conservador, radial curativo, radial paliativo y 
reconstructivo según sus características[33]. En los casos de carcinomas in situ, los 
procedimientos a emplear son la escisión local amplia, escisión local más radioterapia más 
hormonoterapia, y mastectomía total, mientras que para los tumores con estadios I y II la cirugía 
es el tratamiento inicial de elección y puede ser radical (mastectomía radical modificada) o 
conservadora (escisión amplia con márgenes adecuados, disección axilar y radioterapia 
postoperatoria al tejido mamario). En el caso de tumores de estadio III el tratamiento de inicio es 
sistémico, seguido de un procedimiento locorregional (cirugía y radioterapia) para posteriormente 
consolidar con quimioterapia. Finalmente, en tumores de estadio IV, enfermedad diseminada, la 
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cirugía es únicamente paliativa ya sea en el tumor primario, en los sitios de metástasis, o en 
ambas[33].  
Los procedimientos quirúrgicos iniciales requieren en ocasiones de la combinación de 
esquemas terapéuticos sistémicos y/o locorregionales complementarios como: la radioterapia 
(complementaria o paliativa), quimioterapia (neoadyuvante, adyuvante o paliativa) y terapia 
hormonal (adyuvante o paliativa)[33].  
Radioterapia: El uso de radioterapia en carcinomas in situ es un tratamiento conservador que 
consiste en radioterapia postoperatoria al tejido mamario. Las indicaciones de la radioterapia 
postoperatoria en estadios I y II se deben utilizar como complemento de cirugía conservadora. En 
estadio III, el tratamiento de inicio es sistémico, seguido de un procedimiento locorregional 
(cirugía y radioterapia) para posteriormente consolidar con quimioterapia y en los tumores de 
estadio IV la radioterapia es paliativa en metástasis óseas y en sistema nervioso central.[33]. 
Quimioterapia: En estadios tempranos (I y II) el tratamiento es sistémico con quimio y/o 
hormonoterapia, posterior a tratamiento quirúrgico. Este tratamiento (adyuvante) se aplica a la 
paciente que fue tratada inicialmente con cirugía, y en la cual existe la posibilidad de recurrencia 
o recaída local o enfermedad metastásica a distancia (esto determinado por factores pronóstico). 
La quimioterapia, en términos generales, se debe recomendar en las mujeres menores de 50 
años. En pacientes mayores de 50 años con una alta posibilidad de recurrencia, se recomienda el 
uso de quimio y hormonoterapia secuencial. En estadio III, el tratamiento de inicio es sistémico, 
seguido de un procedimiento locorregional (cirugía y radioterapia) para posteriormente consolidar 
con quimioterapia. En enfermedad diseminada (estadio IV) el tratamiento inicial es sistémico, la 
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quimioterapia si el tumor no posee receptores hormonales, un gran volumen tumoral, hay 
enfermedad visceral y el crecimiento tumoral es rápido[33]. 
Terapia dirigida: Terapia hormonal: Este tratamiento se debe recomendar cuando existen 
receptores hormonales positivos en el tumor independientemente de la edad[33]. La terapia 
hormonal es otra forma de terapia sistémica. Se usa con más frecuencia como terapia adyuvante 
para ayudar a reducir el riesgo de que el cáncer regrese después de la cirugía, aunque también 
puede ser usada como tratamiento neoadyuvante. También se usa para tratar el cáncer que se 
ha propagado o ha regresado después del tratamiento. Un ejemplo de terapia hormonal es el uso 
de tamoxifeno, el cual bloquea los receptores de estrógeno en las células cancerosas del seno. 
Esto evita que el estrógeno se adhiera a las células y le indique que crezcan y se dividan. 
Aunque el tamoxifeno actúa como un antiestrógeno en las células de mama, actúa como un 
estrógeno en otros tejidos, como el útero y los huesos. Otro ejemplo de terapia hormonal es el 
uso de inhibidores de la aromatasa que consiste en tres medicamentos que detienen la 
producción de estrógeno en las mujeres posmenopáusicas, han sido aprobados para tratar el 
cáncer de mama tanto avanzado como en etapa inicial: el letrozol (Femara) y anastrozol 
(Arimidex) y exemestano (Aromasin). Estos medicamentos bloquean una enzima (aromatasa) en 
el tejido adiposo que es responsable de producir pequeñas cantidades de estrógeno en las 
mujeres que han pasado por la menopausia. Los inhibidores de la aromatasa no pueden detener 
la producción de estrógeno por parte de los ovarios, por lo que sólo son eficaces en mujeres 
cuyos ovarios no están funcionando (como después de la menopausia). Hasta el momento, cada 
uno de estos medicamentos parece ser tan eficaz como los otros medicamentos en el tratamiento 
del CM[34]. 
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La elección del tratamiento la hace el médico con consentimiento del paciente. En los 
casos de CM de estadio temprano como el carcinoma ductal in situ (CDIS) o el CM invasivo de 
estadio temprano, la elección general es recomendar la cirugía para extirpar el tumor, 
extrayéndose además una pequeña área de tejido normal que rodea al tumor para asegurarse de 
extirpar todo el tumor, sin embargo pueden quedar células cancerígenas en la mama o en otra 
parte del organismo.  
 En el caso del CMTN, la norma oficial mexicana NOM-041-SSA2-2002, menciona que en 
los casos de tumores con receptores hormonales negativos, un gran volumen tumoral, hay 
enfermedad visceral o el crecimiento tumoral es rápido, la elección a tratamiento es quimioterapia 
sistémica, ya sea adyuvante o neoadyuvante. Está descrito que los tumores triple negativos son 
más sensibles a regímenes de quimioterapia, sin embargo tienen periodos más cortos de 
recurrencia y sobrevida, lo que los caracteriza como tumores agresivos y de mal pronóstico. 
Dado lo anterior, el desarrollo de metodologías que permitan identificar blancos terapéuticos en 
estos tumores es de gran importancia, así como encontrar firmas genéticas que permitan predecir 
la buena o mala respuesta al tratamiento sistémico con quimioterapia. 
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1.2. Abordaje molecular y genómico en cáncer de mama 
El primer abordaje molecular en CM fue a partir del descubrimiento de los genes BRCA1 y 
BRCA2, los cuales han sido asociados al CM hereditario y/o familiar como los genes de alta 
penetrancia. La penetrancia es el riesgo que cada mutación confiere de desarrollar CM y/u 
ovario. Basados en los datos de múltiples casos familiares, The Breast Cancer Linkage 
Consortium (BCLC)  ha estimado que las mujeres portadoras de mutaciones en BRCA1 tienen un 
riesgo acumulado para CM de 87% y de ovario del 44%  a la edad de 70 años[35]. El riesgo 
estimado para mujeres portadoras de mutaciones en BRCA2 es de 84% para CM  y de 27% para 
cáncer de ovario [36]. El gen BRCA1 está compuesto de aproximadamente 100 kb de DNA 
genómico y tiene 24 exones de los que 22 son transcritos. Su estructura es inusual, con la 
mayoría de los exones en el rango esperado de 100-500 pb, pero con el exón 11 constituyendo 
aproximadamente el 60% (alrededor de 3500 pb) de la región codificante. Origina un RNAm de 
7.8 kb de longitud del cual se traducen 5592 nucleótidos, produciendo una proteína de 1863 
aminoácidos [37]. Después del descubrimiento del gen BRCA1, se observó que muchas de las 
familias con un patrón claramente hereditario no presentaban mutaciones en este gen, por lo que 
se sospechó la existencia de un segundo gen o más genes de susceptibilidad al CM. Progresos 
iniciales para la identificación de ese segundo gen siguieron al análisis de ligamiento de 22 
familias con múltiples casos de aparición temprana de CM y al menos un caso de cáncer de 
ovario, pero que no presentaban ligamiento con marcadores en el gen BRCA1 [38]. Esos 
estudios dieron como resultado la localización de este segundo gen, en el cromosoma 13 en las 
bandas 13q12-13; más específicamente en una región flanqueada por los marcadores D13S289 
y D13S267 [39]. El gen BRCA2 está compuesto de aproximadamente 70 kb de DNA genómico y 
tiene 27 exones, de los cuales 26 son transcritos. Al igual que para BRCA1, la mayoría de los 
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exones están en el rango esperado de 100-500 pb, pero con un exón 11 constituyendo 
aproximadamente la mitad de la región codificante. Origina un RNAm de 14.5 kb de longitud que 
es traducido en una proteína de 3418 aminoácidos [40]. Además de estos genes existen otros 
genes de baja penetrancia que han sido asociados al CM como son: CHEK2, ATM, BRIP1, 
PALB2, CASP8 TGFB1, RAD51 y Abraxas. [41] 
La estrategia de buscar genes candidatos en alguna enfermedad tiene la ventaja de ser una 
estrategia rápida y barata para detectar mutaciones en genes de los cuales se sospecha sean la 
principal causa genética de una enfermedad, sin embargo en enfermedades complejas y 
multigénicas, como es el cáncer, el analizar un solo gen puede perder la perspectiva general de 
lo que pasa en el microambiente del tumor. A pesar de esto, la búsqueda de mutaciones o de 
patrones de expresión modificados en genes candidatos nos puede ayudar a encontrar 
biomarcadores con valor diagnóstico, pronóstico y/o de repuesta a tratamiento. 
La importancia del gen BRCA1 ya se ha mencionado en párrafos anteriores, además de este 
gen, existen otros genes importantes como EGFR, TP53 y PTPN12  que participan en procesos 
celulares claves para el desarrollo del tumor como es la proliferación, diferenciación y arresto del 
ciclo celular. La expresión de estos genes solo han sido analizados de manera aislada y en 
ocasiones en otros tipos de tumor y no en CM. Este conjunto de cuatro genes nos puede indicar 
la respuesta al tratamiento neoadyuvante en pacientes con CM. Por esta razón, en este estudio 
se analizó la expresión de estos cuatro genes mediante PCR en tiempo real en muestras de 
tejido de CM antes y después del tratamiento. 
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BRCA1 
El gen BRCA1 codifica para una fosfoproteína con importancia en la estabilidad genómica, es 
considerado un gen supresor de tumores. La proteína codificada por BRCA1 participa también en 
la transcripción, reparación de DNA en roturas de doble cadena,  y en la recombinación. Las 
mutaciones en este gen son responsables de aproximadamente 40% de los tumores de mama 
hereditarios y  más del 80% de los tumores de mama y ovario hereditarios. 
A pesar de que el gen BRCA1 ha sido relacionado con la presencia de CM hereditario, no se 
encuentran estudios sobre la expresión del mRNA en tumores de mama. Recientemente, en 
muestras de cáncer de esófago, Gao y colaboradores[42] analizaron la expresión de este gen y la 
correlacionaron con tasas de respuesta a tratamiento de quimioterapia o quimio-radioterapia 
basadas en cisplatino o docetaxel, encontrando que la expresión del mRNA de BRCA1 puede ser 
un marcador predictivo y pronóstico en pacientes con cáncer de esófago que pasen por 
tratamiento de primera línea basados en estos medicamentos[42]. En otro estudio, pero de 
cáncer de pulmón de células no pequeñas metastásico, Santarpia y colaboradores, evaluaron la 
expresión de once genes entre los cuales incluían a BRCA1 en muestras de pacientes con 
resultados de quimioterapia basada en platino, encontrando que la combinación de la expresión 
de BRCA1 y el gen AEG-1 (astrocyte elevated gene-1) como un probable modelo pronóstico en 
pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas metastásico [43]. 
EGFR 
El gen EGFR codifica para una glicoproteína transmembranal miembro de una superfamilia de 
proteín-quinasas. Dicha proteína es un receptor de membrana de la familia de factores de 
crecimiento epidérmico, que al unirse a su ligando induce la dimerización del receptor y la 
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autofosforilación  de la parte tirosina de la proteína y desencadena la proliferación celular. Las 
mutaciones en este gen han sido asociadas principalmente a cáncer de pulmón, sin embargo al 
ser miembro de la superfamilia de factores de crecimiento epidermal, y sabiendo que el miembro 
2 de dicha familia (HER2) es un blanco terapéutico en tumores de mama, es importante evaluar 
la expresión del gen EGFR en tumores de mama. 
La expresión del mRNA del gen EGFR en tumores de mama ha sido reportado previamente por 
Meseure y colaboradores[44] reportando una baja expresión en los tumores de mama en general, 
pero al agrupar dichos tumores de acuerdo a su estado de RE, RP y HER2, se reveló que los 
tumores triple negativos tienen una sobre expresión de este gen, mientras los tumores que no 
son CMTN tienen una expresión baja[44]. Sin embargo es necesario validar estos resultados en 
nuestra población. 
PTPN12 
La proteína codificada por el gen PTPN12 es miembro de la familia tirosina- fosfato y regulan una 
gran variedad de procesas celulares como el crecimiento celular, diferenciación celular y ciclo 
mitótico, así como la transformación oncogénica. Esta proteína se ha descrito que se une y 
desfosforila el producto del oncogen c-ABL y por lo tanto puede tener un  papel en la 
oncogénesis. Además este gen ha sido descrito como un gen supresor de tumores en el 
CMTN[45]. 
El gen PTPN12 se ha descrito con bajos niveles de expresión (tanto de mRNA como de proteína) 
en tumores de mama provenientes de China, no solo en los tumores triple negativos, Además la 
baja expresión de PTPN12 ha sido correlacionada con el tamaño tumoral, la metástasis a 
nódulos linfáticos, metástasis a distancia, el grado histológico y el tiempo de sobrevida[46]. Xunyi 
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y colaboradores también encontraron hipermetilación en islas CpG en el promotor del gen que 
ocurría más frecuentemente en casos de CM, asi como en líneas celulares de CM con baja 
expresión del mismo gen[46]. La baja expresión de la proteína también ha sido confirmada por 
Wu y colaboradores[47] pero en tumores de CMTN, en la misma población. 
TP53 
Este gen es un gen supresor de tumores cuya proteína responde al estrés celular para regular la 
expresión de genes blanco, induciendo el arresto del ciclo celular, apoptosis, senescencia, 
reparación del DNA o cambios en el metabolismo celular. Las mutaciones en este gen están 
asociadas con una gran variedad de tipos de cáncer 
En CM recientemente se ha reportado sobre expresión de la proteína de p53 en población de 
Japón. Además la sobre expresión de esta proteína fue asociada a una buena respuesta a la 
terapia neoadyuvante con antraciclinas y taxanos, esto medido en muestra de biopsia con aguja 
gruesa antes del tratamiento[48] 
Perfiles de expresión genómica, firmas genéticas y CM. 
La gran variabilidad que existe entre cada tumor en las pacientes con CM se refiere a menudo a 
la heterogeneidad intertumoral se reconoce clásicamente a través de diferentes tipos de 
morfología, subtipos de expresión, o clases de patrones de número de copias genómicas, entre 
otras diferencias. La variación dentro de un solo tumor, heterogeneidad intratumoral , ha sido 
durante mucho tiempo observado por histopatólogos como sectores de diferente morfología o 
comportamiento de tinción dentro del mismo tumor y más recientemente ha sido definida a nivel 
molecular por las diferencias genéticas observadas en las subpoblaciones de tumores e incluso 
entre células malignas individuales. A medida que empezamos a entrar en la era del genoma 
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completo de secuenciación de ADN, una gran cantidad de datos está comenzando a emerger a 
arrojar luz sobre la evolución del cáncer.  
El primer trabajo que hizo el análisis de expresión considerando paneles de genes en lugar de 
genes individuales fue el trabajo de  Perou y colaboradores [4], en donde con la ayuda de perfiles 
moleculares (utilizando microarrays de DNA complementarios que representaban 8.102 genes 
humanos) se logró clasificar los tumores de mama, generando un retrato molecular distintivo de 
cada tumor. Después de este trabajo, han surgido una serie de aproximaciones que tratan de 
correlacionar los perfiles de expresión genómica con factores pronósticos, y el primer estudio que 
tuvo éxito en esto fue el trabajo de van de Vijver y colaboradores [9], el cual describió una firma 
genética de 70 genes que predicen el buen o mal pronóstico en mujeres jóvenes con CM, 
mientras el estudio realizado por Paik y colaboradores [49] analizó 21 genes que predicen la 
recurrencia del CM en pacientes con tratamiento con Tamoxifeno, ambos trabajos han puesto las 
bases para el uso de firmas genéticas con valor pronóstico para la enfermedad y tratamiento en 
la práctica clínica diaria, siendo ambas firmas las únicas hasta el momento comercializadas como 
MammaPrint y OncotypeDX respectivamente. 
En cuanto a la predicción de la respuesta al tratamiento con quimioterapia (muy común en 
nuestro país) existen dos trabajos que evalúan la respuesta a tratamiento neoadyuvante, 
abordaje que permite evaluar muestra de tejido en el momento de la biopsia y después del 
tratamiento con quimioterapia en el momento de la cirugía, lo que nos ayuda a realizar un análisis 
en el tejido de la expresión diferencial causada por el tratamiento aplicado. El estudio de 
Gonzalez-Angulo y colaboradores [50] evaluó 21 pacientes con muestras pareadas de antes y 
después del tratamiento neoadyuvante encontrando que en algunas pacientes entre las muestras 
de biopsia y cirugía había diferente subtipo molecular, causado probablemente por los cambios 
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en el porcentaje de celularidad de una muestra y otra, además describió algunas vías de 
señalización enriquecidas en las muestras después del tratamiento (metabolismo y biosíntesis de 
energía) y otras empobrecidas (células inmunes y vía Sonic hedgehog). Por otro lado, Vera-
Ramirez y colaboradores evaluaron 33 pacientes con muestras pareadas de tejido antes y 
después del tratamiento (el mismo tratamiento neodyuvante en todos los casos) y entre sus 
hallazgos principales tenemos un conjunto de 30 genes que describen con un cambio positivo en 
la respuesta a la quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos en pacientes con buena 
respuesta patológica al tratamiento, estos genes están en común pero con diferente expresión 
entre un grupo de buena respuesta y mala respuesta. Además incluyen análisis de redes de los 
genes relacionados quimiorresistencia, sobrevida, invasión  y migración. El análisis de vías reveló 
que las redes del transcriptoma se centran en dos genes: CTNNB1 y HIF1. 
En nuestro país los estudios de perfiles de expresión se han limitado a dos trabajos (García y 
cols. 2005 y Valladares y cols. en el 2006) en los cuales se han descrito la expresión genómica 
con microarreglos que comparan entre tejido tumoral y tejido normal de mama, sin evaluar el 
tratamiento[51, 52]. García y cols., encontraron sobre expresado  el gen bik/NBK en 14 de 15 
muestras, sugiriendo el probable papel de éste como un factor pronóstico y/o posible objetivo 
terapéutico en el tratamiento de CM, mientras que Valladares y cols., en su estudio, sugieren la 
utilidad de la estrategia utilizada por ellos para identificar nuevas regiones cromosómicas y genes 
involucrados con el desarrollo de procesos neoclásicos y objetivos terapéuticos. En este trabajo 
se realizó un análisis de expresión diferencial en muestras de tejido antes y después del 
tratamiento para identificar firmas genómicas que puedan predecir el pronóstico en las pacientes.  
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Secuenciación masiva como una alternativa en el estudio de CM. 
Desde el estudio de genes candidatos de alta penetrancia para el CM (BRCA1/2) se ha utilizado 
la metodología de secuenciación de Sanger para encontrar o confirmar probables mutaciones en 
estos genes o en los de baja penetrancia, sin embargo a partir del primer borrador del proyecto 
del genoma humano se ha observado un fuerte adelanto tecnológico en los últimos años en el 
área de la secuenciación, lo que ha permitido el desarrollo de nuevas metodologías para la 
secuenciación masiva, con la cual es posible secuenciar no solo una parte del gen o un solo gen 
por completo, sino evaluar la secuencia de múltiples genes y muestras de manera simultánea de 
manera más factible física y económicamente. Sin embargo, se encuentran actualmente 
disponibles sólo para un puñado de casos de alta resolución de datos de secuencias de ADN, y 
en el nivel actual de la tecnología, la incorporación de la secuenciación del genoma completo en 
los ensayos clínicos es muy problemático. El reto es hacer el mejor uso del gran cuerpo de 
conocimiento que se ha adquirido utilizando métodos de resolución más baja para dirigir los 
estudios de NGS para tener el mayor impacto en el manejo clínico de la enfermedad. Uno de los 
abordajes actuales, en lugar de la secuenciación del genoma completo es la secuenciación en 
paralelo de grupos de genes candidatos mediante NGS. Existen varias casas comerciales que 
han lanzado sus plataformas para NGS y a la vez han diseñado estuches que permiten 
secuenciar paneles de genes para determinadas características clínicas, entre ellas están los 
paneles de genes para cáncer. Estos estuches incluyen los reactivos necesarios para la 
amplificación y generación de liberarías de secuencias de genes asociados a cáncer, y de esta 
manera en ensayos rápidos y no muy costosos se obtienen las secuencias de los genes 
seleccionados en varios muestras de tumores, en una sola corrida.  
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Una de estas plataformas es la secuenciación por semiconductores (Ion Torrent) que ha tenido 
auge en los últimos años. Esta plataforma se basa en la detección de cambios en el pH definidos 
por la liberación de iones de hidrogeno al unirse un nuevo nucleótido en la cadena de DNA en 
proceso de síntesis. El uso de plataformas de secuenciación de nueva generación, como Ion 
Torrent, se ha aplicado en investigaciones sobre cáncer en muestras difíciles como lo son: ácidos 
nucleicos circulantes aislados de plasma[53],  muestras de aspiración de aguja fina de tumores 
sólidos (frescos o de bloques de células) y biopsias de tejido fijado en formol y embebido en 
parafina (FFPE)[54]. En el caso de DNA genómico (gDNA) proveniente de muestras de tejido 
FFPE, el desarrollo de metodologías que parten de una cantidad muy pequeña de DNA para la 
construcción de librerías como AmpliSeq ha ayudado a evaluar la secuencia en regiones de 
interés de un gran número de genes de manera simultánea en muestras con baja 
concentración[55] y calidad del DNA. Mediante la amplificación simultánea de productos de PCR 
múltiples y su posterior secuenciación, la metodología de AmpliSeq-IonTorrent tiene gran utilidad 
en la búsqueda de conjuntos de mutaciones en un mayor número de muestras[56]. La 
combinación de la metodología de AmpliSeq con la secuenciación basada en semiconductores 
permite una manera rápida de genotipificar muestras de cáncer  usando un panel de genes 
relacionados con cáncer con una profundidad de lecturas promedio de 2000X en corto 
tiempo[57]. Esta metodología ha sido aplicada ya en varios estudios, por ejemplo el trabajo de Lu 
y cols. [58] en el cual utilizan un panel de genes relacionados con enfermedades hereditarias 
(Inherited Disease Panel) que es capaz de amplificar las regiones codificantes de 328 genes 
(FBN1, TGFBR1 y TGFBR2), en este caso se buscaba analizar mutaciones en pacientes con el 
síndrome de Marfan, usando muestras de DNA de sangre periférica logrando identificar 
mutaciones patogénicas en el gen FBN1, validando todas las mutaciones con secuenciación de 
Sanger[58]. Otros estudios han validado ya sea el Cancer Panel (utilizado en el presente trabajo) 
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o paneles personalizados en distintos tipos de cáncer como es el cáncer de pulmón de células no 
pequeñas [59, 60]. La validación de esta metodología también ha sido evidenciada en varias 
ocasiones, por ejemplo en el estudio de Singh y cols.[61], en el cual se analizaron 70 muestras 
de tejido FFPE cuyo DNA fue utilizado para amplificar regiones incluidas en el Cancer Panel. De 
estas 70 muestras se conocía mutaciones en 22 especímenes y se secuenciaron al mismo 
tiempo 48 especímenes en otras plataformas de secuenciación (Sequenom MassArray System y 
secuenciación de Sanger). Las variantes encontradas fueron confirmadas con plataformas 
alternas a excepción de una (una substitución de un solo nucleótido)[61].  Por otra parte, 
Beadling y cols.[57] validaron también el Cancer Panel usando 45 muestras de tejido tumoral 
FFPE, de las cuales de 29 ya conocia la presencia de 53 mutaciones puntuales y 19 indels 
detectados usando genotipificación por espectrofotometría de masas (Sequenom MassArray)[62], 
teniendo una sensibilidad del 100% (95% IC=97.3-100%) y una especificidad del 95.1% (95% IC= 
91.8-98%), esto en la detección de mutaciones puntuales.  
En este trabajo utilizaremos esta metodología (análisis de paneles de genes mediante NGS) en 
un grupo de muestras embebidas en parafina. La ventaja del uso de paneles de genes como el 
AmpliSeq radica en la capacidad de analizar si no el genoma completo o un gen completo, si 
puntos calientes de mutaciones o “hot spots” de genes de interés, usando muestras valiosas pero 
con dificultad para obtener DNA de buena calidad y cantidad como exigen protocolos de 
secuenciación de Sanger o tradicional, como lo son muestras de tejido FFPE. En el caso de los 
tumores de CMTN, al ser poco frecuentes, es difícil recolectar una muestra grande de pacientes 
en forma prospectiva, por lo que el uso de muestras de tejido FFPE de tumores de CMTN puede 
facilitar el análisis y la búsqueda de probables blancos terapéuticos en estos tumores que 
carecen de terapia dirigida.  
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2. JUSTIFICACIÓN 
El CM es un problema de salud a nivel mundial, en nuestro país es frecuente el diagnóstico de 
tumores de mama en etapas avanzadas, donde la terapia dirigida no es viable, por lo que gran 
parte de las pacientes atraviesan por un proceso de quimioterapia sistémica con una respuesta al 
tratamiento adyuvante o neoadyuvante muy variado. A pesar de la gran cantidad de trabajos de 
investigación que se publican cada año aun es necesaria la búsqueda de biomarcadores y 
blancos terapéuticos para personalizar el tratamiento oncológico, así como el desarrollo de 
indicadores predictivos de la buena o mala respuesta al tratamiento de quimioterapia sistémica. 
La búsqueda masiva de dichos biomarcadores se ha incrementado gracias al uso de 
microarreglos de expresión, así como de secuenciación masiva; metodologías que permiten 
analizar los cambios en perfiles de expresión y además la presencia de mutaciones en 
oncogenes y genes supresores de tumores que pueden ser responsables de la agresividad del 
tumor y/o de la variabilidad en la respuesta de las pacientes al tratamiento. Por lo que el 
desarrollo de firmas genéticas con valor predictivo que ayuden a la conocer a priori la respuesta 
al  tratamiento, así como la identificación de nuevos blancos terapéuticos en CMTN es una 
prioridad en nuestro país. 
En este trabajo se utilizaron métodos moleculares y plataformas genómicas para identificar 
biomarcadores de valor pronóstico y de respuesta a tratamiento, en un grupo de muestras 
provenientes de pacientes con CM, antes y después del tratamiento. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Identificar vías de señalización afectadas en pacientes con CM mediante perfiles de expresión 
global, expresión de genes candidatos y secuenciación masiva que permitan la identificación de 
biomarcadores, firmas genéticas con valor pronóstico y blancos terapéuticos. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Analizar los perfiles de expresión global mediante microarreglos de expresión en 
pacientes con CM antes y después del tratamiento *. 
2. Analizar y comparar la expresión de los genes BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53 *. 
3. Evaluar la presencia de mutaciones de un panel de genes relacionados con cáncer en un 
grupo de  pacientes con CM por secuenciación de nueva generación.  
4. Identificar y seleccionar blancos moleculares o rutas de señalización que determinan la 
naturaleza del tumor para proponerlos como marcadores en la decisión terapéutica.  
pág. 24 
 
4. MATERIAL Y METODOS 
4.1. Materiales 
Consumibles 
Material requerido para la toma de muestras: agujas y tubos con anticoagulante EDTA de BD 
Vacutainer (Flanklin Lakes, NJ), aguja de TruCut número 14 Gauge de Bard® (Tempe, AZ), tubos 
de plástico de 2 mL de Corning (Corning, NY). 
Material requerido para la extracción de ácidos nucleicos: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de 
Eppendorf (Hamburgo, Alemania), hojas de bisturí de Hergom (México, D.F.), cajas Petri de SyM 
laboratorios (Puebla, Puebla), puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL, tubos de 15 mL y  criotubos 
de 2 mL de Corning (Corning, NY) y perlas de acero de 5 mm (Satinless Steel Beads 5mm) de 
Qiagen (Maryland, USA).  
Material requerido para análisis qPCR Tiempo Real: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de Eppendorf 
(Hamburgo, Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL de Corning (Corning, NY),  placas y 
films para termociclador ABI PRISM 7000 de Life Technologies (Carlsbad, CA). 
Material requerido para microarreglos: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de Eppendorf (Hamburgo, 
Alemania) y puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL de Corning (Corning, NY). 
Material requerido para secuenciación tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de Eppendorf (Hamburgo, 
Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL y kit para filtración de 500 mL de Corning 
(Corning, NY), placas y films para termociclador ABI PRISM 7000 de Life Technologies 
(Carlsbad, CA). 
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Reactivos 
Reactivos requeridos para la toma de muestras: RNAlater de Qiagen (Maryland, USA) y etanol de 
J.T. Baker (USA). 
Reactivos requeridos para la extracción de ácidos nucleicos: Xilol y Etanol de J.T. Baker (USA), 
Histopaque,  y PBS de Sigma-Aldrich (Seelze, Alemania), RNeasy Fibrous tissue mini kit, DNeasy 
Blood and Tissue kit, QIAamp DNA FFPE Tissue kit de Qiagen (Meryland USA), Quant-iT™ 
PicoGreen ® dsDNA Reagent and Kit de Invitrogen (Carlsbad, CA), Experion RNA Analysis Kits, 
Agarosa, TRIS, EDTA, buffer de carga, marcador de peso molecular 100-1000 y Bromuro de 
Etidio  de Bio-Rad (Hercules, CA) y ácido bórico de Amresco (Solon, OH).  
Reactivos requeridos para análisis qPCR Tiempo Real: High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit,  Sondas TaqMan (EGFR: Hs01076078_m1, PTPN12: Hs00184747_m1, 
BRCA1: Hs01556193_m1, PT53: Hs01034249_m1) y TaqMan Universal Master Mix de Life 
Technologies (Carlsbad, CA) y Agua grado molecular Accugene (Walkersville, Maryland). 
Reactivos requeridos para microarreglos: GeneChip 3´IVT Express Kit y GeneChip Hybridation,  
Wash and Stain kit de Affymetrix (Santa Clara, CA), Experion RNA Analysis Kits de Bio-Rad 
(Hercules, CA) y etanol  de J.T. Baker (USA). 
Reactivos requeridos para secuenciación: kit Ion AmpliSeq™ Cancer Panel v1 (primer pool),  Ion 
AmpliSeq™ Library Kit 2.0, Ion Xpress™ Barcode Adapters Kit, kit Ion Library Quantitation Kit, Ion 
OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL, Ion Sphere™ Quality Control Kit,  Ion PGM™ 200 
Sequencing Kit y  Ion 316™ Chip Kit de Life Technologies (Carlsbad, CA), etanol de J.T. Baker 
(USA) y Agencourt AMPure XP de Beckman Coulter (Pasadena, CA).  
pág. 26 
 
Material Biológico 
Muestras: Tejido fresco de mama (biopsia y cirugía), tejido de mama embebido en parafina, 
sangre periférica con EDTA y ácidos nucleicos: DNA genómico (gDNA), RNA total (RNA), DNA 
complementario (cDNA), RNA amplificado (aRNA). 
Equipo 
Equipo utilizado para la toma de muestras: Centrifuga para tubos 2 mL y 15 mL de Eppendorf 
(Hamburgo, Alemania), vortex  de Scientific industries (Bohemia, New York). 
Equipo utilizado para la extracción de ácidos nucleicos: Centrifuga tubos 2 mL, Thermomixer de 
Eppendorf (Hamburgo, Alemania),  TissuLyser  de Qiagen (Maryland, USA), Experion™ 
Automated Electrophoresis Station, cámara electroforesis, transiluminador GelDoc XR fuente 
poder PowerPac HC de Bio-Rad (Hercules, CA), Qubit fluorometer de Life Technologies 
(Carlsbad, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y Nanodrop de Thermo 
Scientific (Willminton, DE). 
Equipo utilizado para análisis de PCR en Tiempo Real (qPCR): Termociclador veriti y ABI 
PRISM® 7000 Sequence Detection System de Life Technologies (Carlsbad, CA), Campana de 
PCR  de UVP (Upland, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y centrífuga 
minispin de Labnet (Edison, NJ).  
Equipo utilizado para microarreglos: Termociclador GenAmp de Pelkin Elmer (Waltham, 
Massachusetts), thermomixer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania), Nanodrop de Thermo 
Scientific (Willminton, DE),  Experion™ Automated Electrophoresis Station de Bio-Rad (Hercules, 
CA), GeneChip Hybridation Oven 645,  GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip Scanner 3000 
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7G de Affymetrix (Santa Clara, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y 
minispin de Labnet (Edison, NJ).  
Equipo utilizado para secuenciación: Termociclador y Experion™ Automated Electrophoresis 
Station de Bio-Rad (Hercules, CA), Campana PCR  de UVP (Upland, CA), vortex de Scientific 
industries (Bohemia, New York), minispin de Labnet (Edison, NJ), ABI PRISM® 7000 Sequence 
Detection System, Qubit fluorometer, Ion OneTouch™,  Ion OneTouch™ ES  y Ion PGM™ 
System de Life Technologies (Carlsbad, CA). 
Programas computacionales 
GeneChip Command Console Software (AGCC) y GeneChip Console Software de Affymetrix 
(Santa Clara, CA), DataAssist v3 y Software Partek de Life Technologies (Carlsbad, CA), CLC 
Sequence Viewer 6 y Ingenuity Patways Analysis de Qiagen (Maryland, USA). 
4.2. Lugar donde se realizó el estudio. 
Este proyecto se llevó a cabo en el departamento de Bioquímica y Medicina Molecular de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León, así como en el Centro de 
Investigación y Desarrollo en Ciencias de la Salud en la Unidad de Biología Molecular, Genómica 
y Secuenciación de esta misma Universidad. Las muestras fueron recolectadas del Hospital 
Universitario “Dr. José E. González” de esta Universidad.  
4.3. Diseño del estudio. 
Se trató de un estudio basado en dos grupos independientes de pacientes, el primero fue una 
cohorte (análisis de perfiles de expresión y genes candidatos) de tipo prospectiva, longitudinal, 
comparativa y observacional en la que se utilizó sangre y muestras de tejidos frescos, mientras la 
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segunda fue un estudio transversal (análisis de paneles de genes mediante secuenciación de 
nueva generación) de tipo retrospectivo y observacional en muestras embebidas en parafina. 
4.4. Población de estudio. 
Características de la población:  
a) Grupo 1: Se evaluaron pacientes que acudieron con un nódulo mamario, por sospecha 
de malignidad. Se incluyeron únicamente las pacientes con diagnóstico de 
adenocarcinoma ductal invasor de glándula mamaria, con base a criterios clínicos e 
histopatológicos realizados por médicos oncólogos y patólogos del hospital participante, 
que reunieron los criterios de inclusión y que fueron sometidas a cirugía.  
b) Grupo 2: se recolectaron muestras de tejido embebido en parafina (FFPE) de pacientes 
con CMTN atendidas en el Hospital Universitario “Dr José Eleuterio González” durante el 
año 2004-2009, basándose en los criterios de selección. 
Criterios de selección: 
a) Grupo 1: Criterios de inclusión: a) Sexo femenino, b) mayor de 18 años, c) programada 
a tratamiento neoadyuvante de Adriamicina y Cliclofosfamida, d) con tumor residual 
posterior a la biopsia percutánea, e) tumores >5 cm, f) ganglios clínicamente positivos y 
g) que acepte entrar al estudio. Criterios de no inclusión: a) Historia o presencia de 
otra neoplasia, b) que no acepte entrar al estudio, c) que no vaya a ser sometida a 
cirugía, d) que tenga tratamiento diferente y/o e) paciente embarazada. Criterios de 
eliminación: a) Información incompleta, b) material escaso de muestras para el análisis 
y/o c) muestras degradadas. 
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b) Grupo 2: Criterios de inclusión: a) sexo femenino, b) mayor de 18 años, c) con CMTN 
confirmado por histopatología e inmunohistoquímicas. Criterios de eliminación: a) 
Información incompleta, b) material escaso de muestras para el análisis y/o c) muestras 
degradadas. 
 
4.5. Método de muestreo y definición de variables. 
El método de muestreo utilizado es no probabilístico por conveniencia y las variables del estudio 
son las siguientes: 
Variable dependiente: Respuesta al tratamiento. Evaluada por el médico, 
disminución/desaparición del tumor, no presencia de metástasis. Tipo de variable: categórica. 
Respuesta Patológica Completa (RPC), cuando el tumor ha desaparecido y en la muestra de 
cirugía no se presentan células tumorales en el estudio histopatológico. Respuesta Clínica Parcial 
(RCP), cuando hay una disminución en el tumor pero aún existe tejido tumoral residual en la 
muestra de cirugía al evaluarlo histopatológicamente. No Respuesta (NR), cuando el tamaño del 
tumor no ha disminuido o incluso aumenta después del tratamiento, evaluado clínica e 
histopatológicamente. 
Variable independiente: Perfiles de expresión genómica; analizada por microarreglos para 
evaluar la expresión de genes que estén involucrados con la respuesta al tratamiento. El análisis 
bioestadístico nos mostrará que genes están sobre expresados o sub expresados. Tipo de 
variable: binomial, sobre-expresado o sub-expresado. Presencia de mutaciones, analizada por 
secuenciación masiva en genes relacionados con cáncer, tipo de variable: binomial, presencia o 
no de variante o mutación. 
pág. 30 
 
4.6. Tipos de muestras. 
A. Tejido: 1) Biopsia: Se procedió a realizar la biopsia confirmatoria, realizándose en forma 
convencional por parte del médico tratante en forma percutánea con aguja de True Cut 
número 14 Gauge (Bard®). Los seis a ocho especímenes se enviaron a estudio 
histopatológico y de inmunohistoquímica en forma rutinaria por el laboratorio de 
patología. Dos muestras son reservadas en fresco conservadas en RNA later y 
colocadas en refrigerador a -80 ºC para extracción posterior de DNA y RNA. 2) Cirugía: 
Después del tratamiento con quimioterapia se sometió a las pacientes a cirugía donde el 
médico cirujano extrajo tejido del tumor residual si existía, o tomó una muestra de tejido 
en el lugar donde se realizó la biopsia (lugar marcado en la biopsia). 
B. Sangre: Una vez confirmado el diagnóstico de CM, fue solicitado a la paciente que 
donara una muestra de 5ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA, al mismo 
tiempo que se le toman las muestras para los estudios de rutina antes de iniciar el 
tratamiento, de esta manera no se hizo punción adicional. Además en el momento de la 
cirugía después del tratamiento de quimioterapia también fue tomada una segunda 
muestra de sangre periférica de 5 ml en un tubo con anticoagulante EDTA.  De las 
muestras de sangre fue separado el plasma que se almacenó a -80ºC para uso posterior 
(no incluido en este proyecto) y de las células DNA y RNA fueron extraídos. 
C. Tejido embebido en parafina: Se realizó la selección de expedientes de pacientes con 
CM que contaran con resultados de patología en el hospital participante del año 2004-
2009, y cuyos resultados de inmunohistoquímica indicaran tumores triples negativos. Se 
seleccionaron aquellas muestras en las que se pudo confirmar el diagnóstico y los 
resultados de inmunohistoquímica y se tomaron dos cortes con microtomo (8 micras) de 
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cada bloque del tejido embebido en parafina y fijado en formol. De cada corte se realizó 
extracción de DNA. 
 
4.7. Descripción del Diseño: 
1. Se identificaron a las pacientes que cumplían con los criterios de inclusión para este estudio y 
se les tomó muestra de tejido por medio de biopsia programada por su médico, además se 
solicitó una muestra de sangre periférica.  
2. El diagnóstico histopatológico se realizó junto con la clasificación de las muestras con 
marcadores de receptor de estrógenos, receptor de progesterona y la amplificación del gen 
HER2-neu. 
3. Las pacientes con CM fueron sometidas a un tratamiento de Adriamicina/Ciclofosfamida y 
después de concluido el tratamiento fueron sometidas a cirugía.  
4. Se tomaron dos muestras de tejido y sangre periférica, una antes y una después del 
tratamiento indicado. 
5. En el caso de las muestras de tejido embebido en parafina se realizó una búsqueda 
retrospectiva de los tumores triple negativos y los que llenaron los criterios de selección fueron 
muestreados a partir de bloques de parafina. 
6.  A partir de las muestras de tejido se llevaron a cabo extracciones de RNA y DNA, y de las 
muestras de sangre se realizaron extracciones de DNA. Todas las muestras de RNA y DNA 
obtenidas fueron almacenadas en un bio-banco de ácidos nucleícos. 
7. El RNA del tejido fue utilizado para obtener los perfiles de expresión globales por 
microarreglos y de genes candidatos (BRCA1, EGFR, TP53 y PTPN12) mediante PCR en 
tiempo real. 
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8. Con el DNA proveniente del tumor embebido en parafina se realizó la búsqueda de 
mutaciones usando un panel de genes relacionados con cáncer, mediante secuenciación por 
semiconductores. 
9. Los datos obtenidos fueron analizados para obtener los perfiles de expresión y por otra parte 
la presencia de variantes o mutaciones importantes. 
10. Se compararon los resultados de expresión y se correlacionaron con la respuesta o no al 
tratamiento por parte de la paciente. Mientras que de las muestras analizadas por 
secuenciación se realizó una búsqueda exhaustiva de las mutaciones más comunes entre las 
pacientes, su efecto en la proteína y su existencia en otras bases de datos. 
11. Se obtuvieron genes claves en la respuesta al tratamiento en pacientes con CM, así como 
vías de señalización que concuerdan entre los resultados de perfiles de expresión y 
secuenciación masiva. 
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4.8. Esquema general del estudio 
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4.9. Metodología experimental 
La metodología utilizada en este proyecto se describe a continuación: 
Extracción y almacenamiento de ácidos nucleicos; 
La sangre fue dividida en 2 alícuotas. Estas fueron usadas para extracción de DNA y RNA 
usando estuches de Qiagen. 
La extracción de DNA y RNA fue hecha a partir del tejido congelado, 30 mg máximo de tejido 
fueron utilizados y después de homogenizarse en el Tissulyser la extracción de RNA total fue 
realizada. El método de digestión con proteinasa K fue utilizado, así como la purificación por 
columnas de Qiagen DNeasy en el caso de gDNA. Para la extracción de RNA de las biopsias fue 
usado el kit de Qiagen RNeasy que permite la obtención de RNA de excelente calidad en 
biopsias pequeñas de tejido. En todos los casos, se siguieron las instrucciones de las casas 
comerciales. La calidad del DNA y RNA fue determinada mediante electroforesis convencional 
utilizando geles de agarosa al 1% (DNA) y electroforesis capilar utilizando el Experion™ 
Automated Electrophoresis Station (RNA) y la cuantificación fue determinada mediante el equipo 
NanoDrop ND8000. 
A partir de aproximadamente 30 mg de cortes de tejido embebido en parafina la extracción de 
gDNA fue realizada usando el kit QIAamp DNA FFPE Tissue siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. La cuantificación del gDNA se realizó usando el kit Quant-iT™ PicoGreen ® dsDNA 
Reagent and Kit, obteniéndose al menos 10 ng de gDNA. 
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Análisis de qPCR tiempo real EGFR, BRCA1, PTPN12 y TP53  
Se analizaron muestras de mujeres con CM antes y después del tratamiento mediante tiempo 
real (qPCR) y sondas TaqMan. Para realizar este ensayo, se utilizó RNA total extraído a partir de 
tejido de biopsia y cirugía de las pacientes. Se realizó una reacción de retro-transcripción con el 
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, y a partir del cDNA se realizaron los análisis de 
cuantificación mediante amplificación por sondas TaqMan para cada gen (EGFR: 
Hs01076078_m1, PTPN12: Hs00184747_m1, BRCA1: Hs01556193_m1, PT53: 
Hs01034249_m1). La plataforma ABI PRISM® 7000 Sequence Detection fue usada, además b-
actina y GAPDH fueron utilizados como genes reporteros para la cuantificación relativa de la 
expresión. 
Perfiles de expresión y clasificación molecular de los tumores  
Los perfiles de expresión genómica fueron definidos con el uso de microarreglos utilizando el  
protocolo de Affymetrix GeneChip  3´IVT Express Kit como se describe a continuación: A partir de 
28 pacientes seleccionadas se obtuvieron muestras de RNA total, y se realizó la preparación de 
controles poly A y su agregado al RNA total, posteriormente se sintetizó la primera y segunda 
cadena de cDNA, para a partir del cDNA realizar la transcripción in vitro (IVT) y generar aRNA 
(RNA amplificado) marcado. El aRNA marcado fue purificado usando perlas magnéticas, las 
cuales se unieron en primera instancia al aRNA y usando un magneto fueron retenidas mientras 
fueron lavadas con etanol y soluciones de lavado, y finalmente se eluyeron en una solución de 
elución donde obtuvimos aRNA marcado purificado. El aRNA marcado y purificado fue evaluado 
por NanoDrop ND8000 para saber si se obtuvo suficiente cantidad para proseguir con la 
fragmentación (mínimo 15 ug). La fragmentación fue realizada usando un buffer de fragmentación 
y una buena fragmentación fue analizada mediante un chip de Experion™ Automated 
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Electrophoresis Station (RNA standard), posteriormente la hibridación fue realizada, colocando la 
muestra en una mezcla de hibridación dentro de un cartucho o chip Affymetrix HU-U133 Plus 2.0 
GeneChip, y dejando hibridar en el horno de hibridación por 16 horas a 45°C a una velocidad de 
rotación de 60 rpm usando el GeneChip Hybridation, wash and stain kit. Cuando la hibridación 
fue terminada, la muestra y la mezcla de hibridación fue retirada del cartucho, este fue rellenado 
con solución Holding buffer y fue lavado en la estación de fluidos 450 de la plataforma de 
Affymetrix, el programa para el tipo de cartucho indicado fue seleccionado y en este proceso 
incluyó lavados con buffers de lavado incluidos en el kit, así como el uso de soluciones de tinción 
para poder ser detectada la señal en el escáner. Al finalizar la estación de fluidos, el cartucho fue 
llenado con holding buffer y evitando que se hubieran generado burbujas, se coloca en el escáner 
de Affymetrix donde fue escaneado y fue generado tanto la imagen como los archivos necesarios 
para su posterior análisis usando el software Affymetrix Microarray Suite versión 5.0.0.032. 
Detección de mutaciones del panel de cáncer en tumores triple negativos por 
secuenciación  
La secuenciación con semiconductores fue utilizada para secuenciar un panel donde se 
evaluaron regiones “hot spot” de 46 oncogenes y genes supresores de tumor (entre ellos ATM, 
BRAF, EGFR, FGFR2 y 3, HRAS, KRAS, PTEN, TP53). Este panel contenia 190 pares de primes 
que amplificaron fragmentos de ≈ 119 pb en donde se evaluaron 739 mutaciones en 604 loci. La 
construcción de librerías fue realizada usando 20ng de gDNA mediante el kit Ion AmpliSeq™ 
Cancer Panel v1 (primer pool), Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 y códigos de barras (Ion Xpress™ 
Barcode Adapters Kit) fueron usados para diferenciar entre las muestras en el análisis de 
bioinformática. La cuantificación de cada librería fue llevada a cabo por qPCR usando el kit Ion 
Library Quantitation Kit, además por medio del uso de la plataforma de microfluidos Bioanalizer 
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2100. De acuerdo a la cuantificación de cada librería el cálculo del factor de dilución fue realizado 
para que cada librería estuviera entre 18 y 20pM para realizar la PCR en emulsión (ePCR) 
usando el sistema Ion OneTouch™, la reacciones fueron hechas usando una mezcla equimolar 
de cuatro librerías por reacción mediante el Ion OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL, fue en esta 
etapa en la cual las perlas fueron tapizadas con amplicones ya sea un solo amplicón (perlas 
monoclonales) o más de un amplicón (perlas policlonales), deseándose un mayor porcentaje de 
perlas monoclonales. Una vez que la ePCR fue realizada se prosiguió al enriquecimiento de las 
perlas en el equipo Ion OneTouch™ ES (enrichment system). La cantidad de perlas policlonales 
fue verificada antes y después del enriquecimiento mediante el Ion Sphere™ Quality Control Kit, 
esperándose un porcentaje del 10 - 30%, si el porcentaje hubiera sido mayor indicaría un alto 
porcentaje de perlas policlonales en la secuenciación. Finalmente, la secuenciación de las 
librerías amplificadas y enriquecidas en perlas fue llevada a cabo con el equipo Ion PGM™ 
System usando Ion PGM™ 200 Sequencing Kit  y Ion 316™ Chip Kit. 
4.10. Análisis estadístico 
Datos clínicos: Los datos clínicos se sometieron a estadística descriptiva y de tendencia central.  
Perfiles de expresión por microarreglos: La información sonda-nivel fue normalizada y los 
resúmenes de la expresión genética fueron calculados para cada conjunto de sondas usando un 
análisis multichip robusto RMA (Roboust Multi-array Average). Se utilizó el programa Expression 
Console de Affymetrix para el tratamiento estándar de los datos (normalización global, detección 
de ausencia-presencia) previo al análisis además del programa Partek. Se realizaron 
agrupamientos (clustering) no-supervisado y supervisado para identificar posibles nuevos sub-
grupos de pacientes y construir nuevos clasificadores, respectivamente. Se utilizó un 
agrupamiento jerárquico para el análisis no-supervisado.  
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Análisis de qPCR tiempo real: En el caso del análisis de resultados de tiempo real, en los que 
solamente se comparan dos medias, se realizó la prueba de t-student. Se mantuvo el nivel global 
de todas las comparaciones en 0.05. Se realizaron análisis de estimación de 2-∆∆CT de las 
muestras examinadas para analizar estadísticamente la diferencia en la expresión de los genes 
analizados entre las muestras de tejido de CM, antes y después de tratamiento.  
Secuenciación masiva por semiconductores: El análisis bioinformático se realizó en el servidor de 
Ion Torrent (TSS ver.3.6.1), en donde para la programación del plan de cada corrida se utilizó el 
genoma hg19 para realizar el mapeado de las variantes, especificando las regiones de interés 
con el archivo .bed puesto a disposición como parte del kit Ion AmpliSeq Cancer Panel V1. Para 
la identificación de las variantes se utilizó el plugin “Variant Caller” (TVC ver.3.6-30), con 
parámetros “Somatic - High Stringency (PGM)”, con la finalidad de encontrar variantes poco 
frecuentes y pocos falsos-positivos. Se definieron como variantes significativas aquellas que 
fueron reportadas con un valor de calidad Q mayor de 50. Al generar la tabla de variantes para 
cada muestra se realizó un listado de las variantes más comunes entre las 32 muestras 
analizadas, definiendo éstas por su presencia en al menos 5 muestras. Las variantes más 
frecuentes se investigaron por el tipo que eran (SNP, deleción, inserción) y fueron posteriormente 
localizadas en el gen, y su implicación en el producto del gen fue analizado, con la ayuda de la 
base de datos dbSNP del NCBI. 
Vías de señalización: Se utilizó el software Ingenuity pathway analysis (IPA) para determinar las 
vías que fueron reguladas significativamente en los datos de expresión genética de los tumores. 
El score será indicado por la probabilidad de que los genes en una vía sean encontrados juntos al 
azar.  
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5. RESULTADOS 
5.1. Características generales de la población estudiada 
Grupo 1 de pacientes: Genes candidatos, perfiles de expresión y respuesta al tratamiento 
Muestras de biopsias obtenidas mediante aguja gruesa (true cut) fueron obtenidas de pacientes 
quienes accedieron a participar en el estudio, previo firma de consentimiento informado, las 
pacientes incluidas fueron las que acudieron a consulta con un nódulo mamario por sospecha de 
malignidad (Julio 2011 - Agosto 2012) y que después de la confirmación histopatológica fueron 
sometidas a tratamiento cuyos regímenes fueron: quimioterapia neoadyuvante de 4 ciclos 
esquema FAC, un ciclo cada 21 días, Fluorouracilo(F)500mg/m2., Doxorrucibina(A)50mg/m2; 
Ciclofosfamida(C)500mg/m2; quimioterapia adyuvante de 12 sesiones de Paclitaxel(P)80mg/m2. 
La paciente continuó en tratamiento sistémico hasta el momento en que se realizó el tratamiento 
local (cirugía), donde se tomó otra muestra del mismo lugar donde se tomó la biopsia de aguja 
gruesa, esto gracias a que se utilizó un marcaje con carbón en el momento de la biopsia. Un total 
de 52 pacientes fueron captadas durante Julio 2011 y Agosto 2012, de las cuales solo se obtuvo 
muestra pareada de biopsia y cirugía de 30 pacientes, sin embargo solo 28 de ellas tuvieron el 
material suficiente para realizarse los microarreglos y solo 24 fueron incluidas en el análisis de 
datos, ya que de 4 pacientes los datos de microarreglos no se comportaban de manera normal, 
es decir, eran atípicos al momento de la normalización de los datos. La tabla 2 resume las 
características de las pacientes y de los tumores analizados. 
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Tabla 2. Características de las pacientes y tumores analizados (Grupo 1) 
Características de las pacientes (n=24) Características de los tumores (n=24) 
  Media Rango   n  % 
Edad 46 26 a 60 Localización tumor     
Estado civil     Izquierdo 13 54% 
Casada 16   Derecho 11 46% 
Separada 1   Ganglios linfáticos     
Soltera 5   Positivos 20 83% 
Unión libre 2   Negativos 4 17% 
Antecedentes cáncer   RE     
No 12   Positivos 13 54% 
Si 12   Negativos 11 46% 
Tabaquismo     RP     
No 16   Positivos 14 58% 
Si 8   Negativos 10 42% 
Alcohol     HER2     
No 20   Positivos 5 20.8% 
Si 4   Negativos 17 70.8% 
Edad menarca 12.8 10 a 15 Indefinido 2 8.4% 
Número de hijos   CMTN     
Nulípara 2  Si 7 29% 
1 hijo 1  No 17 71% 
2 hijos 5  KI67     
3 hijos 3  Positivo 19 79% 
>3 hijos 13  Negativo 5 21% 
Lactancia    P63     
Si 14  Positivo 9 38% 
No 10  Negativo 15 62% 
Uso de ACO/Terapia de reemplazo     
No 15    
 Si 9     
Grupo 2 de pacientes: Secuenciación en CMTN 
La media de edad de las 32 pacientes participantes en el estudio fue de 52.31 años (rango 31-70 
años). La tabla 3 describe las características principales de los tumores incluidos en el estudio, 
donde podemos observar que la mayoría de ellos (68.8%) fueron adenocarcinomas de tipo ductal 
infiltrante, de grados histológicos avanzados y por tanto poco o moderadamente diferenciados. 
Además, a estos tumores se les realizaron pruebas inmunohistoquímicas para la presencia de 
proteínas EGFR, p63 y CK5/6, que nos ayudó a clasificar estos tumores entre tipo basal o no. 
Solo a una de las muestras no se le pudo realizar dichas tinciones. 
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Tabla 3 Características histopatológicas de los tumores del grupo 2. 
Característica del tumor n=32 (%) Característica del tumor n=32 (%) 
Subtipo histológico:  Infiltrado linfoplasmocitico  
Adenocarcinoma ductal infiltrante  22 (68.8) Presente 24 (75) 
Metaplásico (adenoescamoso) 6 (18.8) Ausente 8 (25) 
Papilar 2 (6.2)   
Carcinoma lobulillar atípico  1 (3.1) EGFR  
Carcinoma medular atípico 1 (3.1)  + (una cruz) 8 (25) 
  + + (dos cruces) 11 (34.4) 
Grado histológico  + + + (tres cruces) 3 (9.3) 
Bien diferenciado 0 (0) Ausente 9 (28.1) 
Moderadamente diferenciado. 6 (18.8) No evaluable 1 (3.1) 
Poco diferenciado 26 (81.2)   
  p63  
Bordes  Positivo 12 (37.5) 
Infiltrante 13 (40.6) Negativo 19 (59.4) 
Expansivo 18 (56.3) No evaluable 1 (3.1) 
No evaluable 1 (3.1)   
  CK5/6  
Zonas acelulares  Positivo 13 (40.6) 
Presente 16 (50) Negativo 18 (56.3) 
Ausente 16 (50) No evaluable 1 (3.1) 
    
Necrosis    
Presente 23 (71.9)   
Ausente 9 (28.1)   
 
5.2. Análisis de qPCR tiempo real EGFR, BRCA1, PTPN12 y TP53 
Se incluyeron 24 mujeres con CM en el análisis de expresión de genes candidatos, sin embargo 
solo 21 pacientes tuvieron resultados de calidad para analizarlos. Cinco pacientes cambiaron 
significativamente de expresión de BRCA1 (p=0.05, t student). En EGFR 5 pacientes cambiaron 
la expresión. Para PTPN12, 8 pacientes cambiaron su expresión (4 disminuyó, 4 aumentó). Solo 
3 pacientes tuvieron un cambio de expresión evaluando el gen TP53. Ocho pacientes (38%) 
tuvieron cambio en la expresión de al menos uno de los genes analizados, tres  de estos 
presentaron RPC y cinco RCP. 
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Figura 3 Graficas de expresión de BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53. Representación de la expresión de los genes 
BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53 obtenidas por qPCR en tiempo real, se grafica en el eje de las y los valores de 2-
∆∆CT o fold change y en el eje de las x las muestras analizadas. De color gris se observan los resultados de la 
muestra de biopsia (pre tratamiento) y en de blanco los resultados de la muestra de cirugía (post tratamiento), se 
muestran los valores de cada pacientes con ambas muestras (pre y post) continuas para observar cambio en la 
expresion de cada paciente. Pruebas de t de student se realizaron para notar diferencias significativas entre las 
muestras de pre y post tratamiento en cada paciente, mostrando con un * las muestras con valores de significancia 
p≤ 0.05. 
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5.3. Perfiles de expresión y clasificación molecular de los tumores 
Perfil de expresión genética diferencial 
De las 30 pacientes incluidas en el estudio, únicamente se pudieron analizar por microarreglos 28 
pacientes, de los cuales se eliminaron 4 por tener datos atípicos en una o ambas muestras 
(biopsia y/o cirugía), contándose finalmente con muestras pareadas (biopsia/antes y 
cirugía/después) de 24 pacientes. Después de realizarse la normalización correspondiente 
mediante el método RMA (Roboust Multi-array Average), los datos obtenidos por microarreglos 
se usaron para obtener un perfil de expresión genética diferencial entre el conjunto de muestras 
de biopsia (antes del tratamiento) y el conjunto de muestras de cirugía (después de tratamiento), 
esto utilizando los datos del conjunto de sondas con una media de expresión mayor a 4 (fold 
change) y que además fueran estadísticamente significativos (prueba t student y de Kolmogorov 
con una p<0.001).  Se obtuvo un perfil de 59 genes, los cuales tienen funciones involucradas en 
la estructura, adhesión y metabolismo celular. Entre estos 59 genes (cuya lista completa se 
encuentra en la tabla 4) están incluidos algunos genes relacionados con procesos cancerígenos 
como TNFSF12 (ligando miembro 12 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral), TNF 
(factor de necrosis tumoral) y JUN (proto-oncogen jun).  
En la Figura 4 se ejemplifica un mapa de calor que muestra los resultados del perfil de expresión 
genética diferencial obtenido al comparar entre el conjunto de muestras de antes y después del 
tratamiento. En esta figura observamos el agrupamiento jerárquico supervisado que nos separa 
entre las muestras de antes y después del tratamiento, este mapa de calor nos representa los 59 
genes que conforman el perfil de expresión genética diferencial. 
  
pág. 44 
 
Tabla 4. Lista de 59 genes del perfil de expresión genética diferencial 
Símbolo Nombre min.test mean 
ANXA1 Annexina A1 2.34E-05 5.50688 
DUSP1 Dual specificity phosphatase 1 2.43E-05 10.75531 
ARID5B AT rich interactive domain 5B (MRF1-like) 3.72E-05 4.29461 
NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransferase 4.12E-05 7.49558 
RGS1 Regulator of G-protein signaling 1 4.44E-05 10.05051 
RGS1 Regulator of G-protein signaling 1 6.39E-05 7.13193 
ADAMTS1 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 8.29E-05 7.5647 
SCARNA17 Small Cajal body-specific RNA 17 9.04E-05 5.61903 
FOLR2 Folate receptor 2 (fetal) 0.00010401 7.02661 
TRIM25 Tripartite motif containing 25 0.00012466 8.10116 
ZFP36 Zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse) 0.00015222 9.3524 
KLF6 Kruppel-like factor 6 0.00025297 10.78428 
CPXM1 Carboxypeptidase X (M14 family), member 1 0.00028985 7.01592 
APOLD1 Apolipoprotein L domain containing 1 0.00031246 6.79048 
FBLN1 Fibulin 1 0.00040566 8.37634 
USP46 Ubiquitin specific peptidase 46 0.00040566 6.90067 
GEM GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle 0.00040566 9.14417 
TNFSF12 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12 0.00040566 6.18169 
ZNF253 Zinc finger protein 253 0.00040566 5.46386 
TNF Tumor necrosis factor 0.00040566 4.64215 
ZDHHC17 Zinc finger, DHHC-type containing 17 0.00040566 8.16972 
CAPRIN2 Caprin family member 2 0.00040566 7.01552 
SPTBN1 Spectrin, beta, non-erythrocytic 1 0.00040566 7.37844 
DST Dystonin 0.00040566 6.93026 
PCMTD1 Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain containing 1 0.00040566 4.61787 
FLRT2 Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 0.00040566 4.03272 
HBEGF Heparin-binding EGF-like growth factor 0.00040566 6.39426 
EMP1 Epithelial membrane protein 1 0.00040722 4.31268 
BACH2 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 2 0.00042197 4.76819 
CNIH4 Cornichon homolog 4 (Drosophila) 0.00042204 10.67868 
CLK3 CDC-like kinase 3 0.0004562 4.27935 
TRA2B Transformer 2 beta homolog (Drosophila) 0.00047848 6.42319 
PER1 Period homolog 1 (Drosophila) 0.00048986 6.41667 
YPEL4 Yippee-like 4 (Drosophila) 0.00051438 4.14275 
TAF10 
TAF10 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 
30kda 
0.00052725 4.50684 
KERA Keratocan 0.00053506 4.32512 
KLF6 Kruppel-like factor 6 0.00054596 10.38638 
KCNMB4 Potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily Meta member 4 0.00058172 6.43542 
ADAMTS1 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 0.00062029 4.84715 
JUN Jun proto-oncogene 0.00064375 10.85263 
C1QTNF7 C1q and tumor necrosis factor related protein 7 0.00067971 4.64043 
FLRT2 Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 0.00070589 7.42359 
Hs.455493 Vimentin 0.00073041 5.72403 
FBLN1 Fibulin 1 0.00083577 9.83676 
UBQLN4 Ubiquilin 4 0.00092604 7.94675 
SGK1 Serum/glucocorticoid regulated kinase 1 0.00094547 10.29134 
AGPAT4 
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 4 (lysophosphatidic acid 
acyltransferase, delta) 
0.00094983 5.33397 
PPP1R3D Protein phosphatase 1, regulatory subunit 3D 0.00098005 7.13372 
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Figura 4 Perfil de expresión genética diferencial. Mapa de calor de las muestras pareadas (antes y después de tratamiento) de 24 pacientes con CM analizados por 
agrupamiento jerárquico supervisado. Se muestran en la parte superior de negro el conjunto de muestras tomadas en la biopsia (antes del tratamiento) y de rojo el conjunto de 
muestras tomadas en la cirugía (después del tratamiento). Cada fila del mapa de calor indica un conjunto de sondas que en el microarreglo representa un gen, mientras que cada 
columna representa una muestra, indicando en la parte inferior del mapa de calor el número de paciente a la que corresponde la muestra. En la parte superior izquierda de la 
figura se muestra el código de colores de los valores de fold change representados en el mapa de calor, siendo los colores rojizos los que tienen al menos un fold change de 4 y 
los de color morado los que tienen un fold change de más de 10.  Xn= muestra de biopsia, XnCX= muestra de cirugía, donde n= al número de paciente. 
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Clasificación molecular de tumores usando PAM50  
La clasificación molecular de los tumores se realizó según lo reportado por Parker [7], usando el 
algoritmo PAM50, el cual usa los patrones de expresión de 50 genes para realizar la clasificación 
en los cinco subtipos más descritos: Luminal A, Luminal B, Normal-like, Basal-like y HER2 
enriquecido. Al evaluar este algoritmo con nuestras muestras (48 muestras pareadas de 24 
pacientes) encontramos que el subtipo más frecuente fue el Luminal B con el 29% (14/48), 
seguido por el Normal-like con 23% (11/48), Basal-like con el 19% (9/48), Luminal A con 17% 
(8/48) y el menos frecuente el HER2 enriquecido con 12% (6/48), frecuencias mostradas en la 
Figura 5. Además encontramos que el 42% (10/24) de las pacientes presentó un cambio de 
subtipo molecular entre la muestra de biopsia (antes del tratamiento) y la muestra de cirugía 
(después del tratamiento). Interesantemente, cinco de estas pacientes cambiaron a un subtipo 
Normal-like en la muestra de cirugía y tres de estos cinco tuvieron una respuesta patológica 
completa (RPC). 
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Figura 5. Clasificación Molecular de tumores usando PAM50. Mapa de calor que representa los cinco subtipos moleculares evaluados con el algoritmo PAM50. En la parte 
superior de la imagen se muestra el agrupamiento jerárquico que define los cinco subtipos, así como el nombre asignado a cada agrupamiento (cluster), debajo de estos, se 
muestran los niveles de similitud de cada cluster con la muestra. Las filas que componen el mapa de calor representan los 50 genes evaluados por el algoritmo PAM50, mientras 
que las columnas representan cada muestra analizada, en la parte inferior del mapa de calor se observa la identificación de cada muestra compuesta por una “X”, seguida del 
número del paciente y en el caso de ser muestra de cirugía el número del paciente es seguido por las letras CX. En la parte superior izquierda se muestra el código de colores, 
así como los valores de expresión que conforma cada cluster (números de azul a rojo en posición vertical) y los valores de similitud asignados a cada muestra (números en negro, 
rojo, verde, azul y celeste en posición horizontal). Xn= muestra de biopsia, XnCX= muestra de cirugía, donde n= al número de paciente. 
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5.4. Respuesta al tratamiento 
La respuesta al tratamiento fue evaluada clínica e histopatológicamente. Clínicamente se evaluó 
la disminución o total desaparición de tumor después del tratamiento neoadyuvante. 
Histopatológicamente fue evaluado el tejido residual en el momento de la cirugía tomando en 
cuenta la presencia o no de células tumorales. De esta manera se asignaron tres categorías de 
respuesta al tratamiento: RPC (respuesta patológica completa), aquellos tumores que 
desaparecieron y que en el análisis histopatológico no se encontraron más células tumorales; 
RCP (respuesta clínica parcial), aquellos tumores que disminuyeron, pero aún estaban presentes 
en el momento de la cirugía y cuya evaluación histopatológica confirma su presencia; NR (no 
respuesta), en esta categoría encontramos los tumores que no respondieron al tratamiento, es 
decir que no disminuyeron de tamaño y que en algunos casos incluso aumentaron de tamaño, lo 
anterior confirmado por el análisis histopatológico en la muestra de cirugía. La mayoría de las 
pacientes 58% (14/24) tuvieron una RCP, 25% (6/24) presentaron NR y solo el 17% (4/24) fueron 
RPC. En la tabla 5 se presenta la respuesta al tratamiento de cada paciente, así como la 
clasificación molecular antes y después del tratamiento. 
Tabla 5 Respuesta al tratamiento de cada paciente y subtipo molecular 
Muestra 
Id 
Respuesta  
Subtipo 
molecular antes 
Subtipo molecular 
después 
Muestra 
Id 
Respuesta  
Subtipo 
molecular antes 
Subtipo molecular 
después 
3 NR Basal-like Basal-like 28 RCP Luminal B Normal-like 
6 RCP Basal-like Basal-like 29 RCP Luminal A Luminal A 
7 RPC Normal-like Normal-like 31 RCP Luminal B Luminal A 
11 RPC Luminal B Normal-like 32 RCP HER2 Luminal B 
14 RPC HER2 Normal-like 33 NR Basal-like Basal-like 
15 RPC HER2 Normal-like 36 RCP Luminal B Luminal B 
16 NR Luminal B Luminal A 37 RCP Normal-like Normal-like 
19 RCP Normal-like Normal-like 38 NR HER2 HER2 
20 RCP Luminal B Luminal A 39 RCP Luminal A HER2 
24 RCP Luminal B Luminal B 41 NR Luminal B Luminal B 
25 RCP Luminal B Luminal B 44 NR Luminal B Luminal B 
26 RCP Basal-like Normal-like 47 RCP Basal-like Basal-like 
RPC=Respuesta Patológica Completa, RCP=Respuesta Clínica Parcial, NR= No Respuesta 
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5.5. Detección de mutaciones del panel de cáncer en tumores triple negativos por 
secuenciación  
El número de variantes detectadas se muestran en la Tabla 6, y se encontraron con la ayuda del 
Variant Caller, una aplicación del servidor del Ion Torrent, estas variantes tienen una cobertura de 
al menos 23X. Un total de 168 diferentes variantes se encontraron en las 32 muestras en 
regiones de 32 de los 46 genes analizados. La mayoría de las variantes (95.8%) fueron SNP, 
mientras que 4.2% fueron inserciones (3/168) o deleciones (4/168). El casi 30% (49/168) de las 
variantes ya habían sido reportadas previamente, sin embargo el 70% fueron variantes no 
reportadas (VNR), y de ellas hay algunas que se presentan en muchas de las muestras 
analizadas, como el caso del gen APC que presenta la misma VNR en 28 pacientes, FGFR2 con 
26 pacientes en una VNR y FGFR3 con 25 pacientes con una VNR.  
Tabla 6. Variantes encontradas en las 32 muestras analizadas. 
Gen 
Variantes 
encontradas 
Tipo 
# Muestras 
afectadas 
Gen 
Variantes 
encontradas 
Tipo 
# 
Muestras 
afectadas 
ABL 2 SNP 2 KIT 2 SNP 3 
AKT1 1 SNP 2 MET 4 SNP 1 
APC 15 SNP 28 NOTCH 2 SNP 1 
ATM 4 SNP 13 NRAS 1 SNP 1 
BRAF 7 SNP 2 PDGFRA 7 SNP 28 
CDH1 2 SNP 1 PIK3CA 7 SNP 18 
CDKN2A 8 SNP 6 PTPN11 2 SNP 1 
CTNNB1 2 SNP 1 RB1 4 SNP 5 
EGFR 7 SNP 23 RET 1 SNP 22 
ERBB2 4 SNP 4 SMAD4 4 SNP 4 
ERBB4 3 SNP 2 SMARCB1 2 SNP 1 
FBXW7 2 SNP 3 SMO 3 SNP 3 
FGFR2 9 SNP 27 STK11 4 SNP 3 
FGFR3 1 INS 1  1 DEL 1 
 
20 SNP 27 TP53 19 SNP 17 
FLT3 4 SNP 3  3 DEL 3 
HRAS 1 SNP 1  2 INS 2 
KDR 7 SNP 6 VHL 1 SNP 1 
SNP= Single Nucleotide Polymorphism, INS= Inserción, DEL=Deleción 
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En la Figura 6 se presentan las variantes de los genes que se presentan en al menos 5 muestras, 
en donde se puede observar que las variantes más frecuente en los genes APC y ATM no han 
sido reportadas, así como las dos más frecuentes en el gen FGFR2, pero además parecen tener 
un efecto en sus proteínas. También podemos observar en esta figura que a pesar de haber 
variantes no reportadas en otros genes como en el gen FGFR3 o CDKN2A estas variantes 
resultan no modificar el producto del gen.  
 
Figura 6. Variantes frecuentes por gen indicando posición en el cromosoma. Se representan los genes (eje de 
las X) con variantes (eje de las Y) más frecuentes (al menos presentes en 5 pacientes). De colores se muestra la 
posición en el cromosoma de cada gen y en cada barra se señala la variante con su número de rs cuando ya ha sido 
reportada o como variante no reportada, y el significado de la variante, además sobre cada barra se encuentra el 
número de variantes presentadas entre las 32 pacientes. 
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La frecuencia de mutaciones en cada una de las muestras pareciera ser similar en todas 
las pacientes siendo esta de menos de 20 mutaciones por muestra, sin embargo, como se 
observa en la Figura 7, una de las pacientes muestra más de 80 mutaciones, correspondiendo 
este tumor al único caso de carcinoma medular atípico en la muestra de nuestro estudio. 
 
 
Figura 7. Variantes por muestra mostrando el gen afectado. En el eje de las X se encuentra el número asignado 
a cada paciente y en el eje de las Y el número de variantes presentadas por cada muestra, con código de colores 
(mostrado en la parte superior derecha) se identifican cada uno de los genes en donde se presenta la(s) variantes. 
Los genes que presentaron variantes en más de 5 muestras fueron los siguientes: APC, 
ATM, EGFR, FGFR2, FGFR3, PDGFRA, RET, CDKN2A y PIK3CA, de estos solo los genes ATM, 
FGFR2 y PIK3CA mostraron VNR con efecto en sus respectivas proteínas (Tabla 7). 
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Tabla 7. Variantes frecuentes y  efecto en la proteína.  
Posición en el 
cromosoma 
Variante 
reportada 
Gen 
# de 
muestras 
afectadas 
Cambio 
Posición 
mRNA 
Efecto en 
la 
proteína 
Cambio de 
aminoácido 
Posición 
en la 
proteína 
chr5.112175770 rs41115 APC 28 G/A 4859 Sinónima Thr/Thr 1493 
chr11.108205763 -- ATM 9 C/T 8463 
No 
sinónima 
Ala/Val 2693 
chr7.55249063 rs1050171 EGFR 23 G/A 2607 Sinónima Gln/Gln 787 
chr10.123274819 -- FGFR2 26 T/C 
1403 
(isoforma 8) 
No 
sinónima 
Lys/Glu 252 
chr10.123274820 -- FGFR2 11 T/C 
1400 
(isoforma 8) 
Sinónima Glu/Glu 251 
chr41806112 -- FGFR3 25 C/T 
1393 
(Isoforma 3) 
Sinónima Leu/leu 379 
chr4.1807894 rs7688609 FGFR3 28 G/A Región no codificante 
chr4.55141055 rs1873778 PDGFRA 28 A/G 2032 Sinónima Pro/Pro 567 
chr4.55152040 rs2228230 PDGFRA 16 C/T 2803 Sinónima Val/Val 824 
chr10.43613843 rs1800861 RET 22 G/T Región no codificante 
chr9.21971134 -- CDKN2A 5 G/A 427/ 530 Sinónima 
Pro/Pro / 
Pro/Leu 
89/75 
chr3.178938877 rs3729687 PIK3CA 12 G/A 2276 
Sin 
sentido 
Glu/Lys 707 
5.6. Vías de señalización identificadas 
Con los datos de microarreglos y con la ayuda del programa Inguenuity pathways se creó una 
base de datos filtrada (Especie: humano, tejido: glándula mamaria, enfermedades: cáncer, 
moléculas: todas), la base de datos fue utilizada para llevar a cabo un análisis de vías de 
señalización alteradas en las muestras (Fuente: Human Genome U133 Plus 2.0 Array, relación: 
directa entre genes, incluir: químicos endógenos (por ejemplo hormonas), especie: humana, 
tejido: glándula mamaria, corte del valor de fold change: 4). Los resultados mostraron cuatro vías 
de señalización principales: Mecanismos moleculares del cáncer, Señalización de la enfermedad 
de Huntington, Vías de Ubiquitinación de proteínas, Señalización PTEN y Disfunción mitocondrial 
(Tabla 8). 
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Tabla 8 Vías de señalización afectadas. 
Nombre Valor de p Ratio* 
Mecanismos moleculares del cáncer 6.75 e-04 155/156 (0.994) 
Señalización de la enfermedad de Huntington 1.8 e-03 102/103 (0.99) 
Vías de Ubiquitinación de proteínas 7.3 e-03 141/144  (0.979) 
Señalización PTEN 2.05 e-02 63/63 (1) 
Disfunción Mitocondrial 2.46 e-02 90/91 (0.989) 
*Ratio=Numero de moléculas (genes) en la muestra (s) presentes en la vía de señalización entre el número de 
moléculas (genes) que conforman la vía de señalización. 
 
Al observar la vía de señalización más significativa encontramos a los tres genes cuyas 
variantes fueron encontradas en el estudio de secuenciación (ATM, FGFR2 y PIK3CA) y aunque 
dos de estos genes (FGFR2 y PICK3CA) no fueron encontrados sobreexpresados en el estudio 
de microarreglos el gen ATM si se encontró sobre expresado (Figura 8). 
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Figura 8 Mecanismos moleculares del cáncer. La vía de señalización más significativa y que además muestra los tres genes cuyas variantes fueron las más interesantes en el 
estudio de secuenciación. De tonos de rojo se muestran los diferentes genes sobre expresados en el análisis de IPA, y de flechas moradas se encuentran señalados los genes 
ATM, FGFR2 y PIK3CA. Figura generada usando IPA. 
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6. DISCUSIÓN 
6.1. Análisis de qPCR tiempo real EGFR, BRCA1, TP53 Y PTPN12 
Las diferencias en la expresión de genes descritos como candidatos para biomarcadores para el 
CM (BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53) en muestras de biopsia y cirugía no mostraron cambios 
constantes en las pacientes, es decir mientras en algunas muestras la tendencia era a disminuir 
la expresión entre la muestra de antes y después de tratamiento, en otras muestras la tendencia 
era en aumentar la expresión. En el caso de BRCA1 observamos que dos pacientes 
disminuyeron la expresión del gen y tres aumentaron la expresión, y aunque lo previamente 
descrito indica que la expresión de BRCA1 es baja en muestras de tejido normal[91] solo una de 
las dos pacientes en la que hubo disminución de BRCA1 tuvo RPC, la otra paciente tuvo RCP. 
Mientras que de las tres pacientes con aumento en la expresión en el tejido después del 
tratamiento una tuvo NR y las otras dos RCP, como se puede observar el tamaño de muestra 
pequeño nos evita predecir una tendencia real en los resultados. Hablando de EGFR, se observa 
algo parecido, dos pacientes con aumento a la expresión del gen y tres con disminución, de estas 
cinco dos presentaron RPC, una con disminución en la expresión y otra con aumento en la 
expresión en la muestra después del tratamiento. Según lo reportado los tumores de mama 
suelen tener una baja expresión de EGFR, excepto los tumores triple negativo que tienen una 
sobre expresión de este gen[71], sin embargo en las pacientes evaluadas las cuales incluía seis 
tumores triple negativo, solo uno presento una sobre expresión significativa entre la muestra de 
antes y después del tratamiento, y contemplando únicamente las muestras de antes del 
tratamiento se observa una baja expresión en general del gen EGFR. Por otro lado, en el gen 
PTPN12 se encontraron cuatro pacientes con disminución en la expresión después del 
tratamiento y cuatro con aumento en la expresión después del tratamiento, lo reportado 
anteriormente es una baja expresión en los tumores de mama en general (en especial en 
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CMTN)[6, 73], sin embargo entre las pacientes que disminuyeron la expresión después del 
tratamiento solo tenemos dos con RPC e incluso una paciente con RPC incremento la expresión 
del gen después del tratamiento. Finalmente en los datos del gen TP53, se encontraron solo tres 
cambios significativos, dos disminuciones de la expresión y un aumento después del tratamiento, 
lo reportado anteriormente es la sobre expresión de este gen en población japonesa[75] y donde 
la sobre expresión además es asociada con una buena respuesta a la misma terapia que se 
utilizó en este estudio (neoadyuvancia basada en antraciclinas y taxanos) sin embargo las tres 
pacientes con diferencias significativas presentaron una RCP. 
Es claro entonces que las inconsistencias en los resultados de expresión de estos cuatro genes 
dificultan la asociación con la respuesta al tratamiento, además que el tamaño de muestra es 
menor al reportado en otros estudios y las poblaciones de referencia son en su mayoría 
orientales (China y Japón). Es necesario entonces aumentar el número de muestra para 
encontrar tendencias más significativas. 
6.2. Perfiles de expresión y clasificación molecular de los tumores 
Se encontró un perfil de expresión de 59 genes (factores de transcripción, genes relacionados 
con el metabolismo y  estructura celular) diferencialmente expresados entre tejido de biopsia y de 
cirugía de 24 pacientes con CM que siguieron la misma terapia neoadyuvante. 
En estudios previos en nuestro país se han observado un perfil de expresión de 10 genes (García 
2005)[52] y 17 genes (Valladares 2006)[51], sin embargo en dichos estudios solo se comparaban 
entre el tejido tumoral y el tejido sano, no evaluando el tratamiento neoadyuvante como en el 
presente trabajo. Además cabe destacar que los estudios previos utilizaban otra metodología 
experimental con chips de menor número de sondas y menor número de genes a investigar. 
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La clasificación molecular de los tumores mostró que hubo cambios moleculares que permitieron 
cambiar de subtipo molecular entre la muestra de biopsia y de cirugía de la misma paciente, 
evento previamente reportado por Gonzalez-Angulo y colaboradores[50], esto puede deberse a la 
efectividad del tratamiento o a la diferencia en proporciones de células tumorales presentes en la 
muestra de biopsia y cirugía. La frecuencia del evento fue mayor en nuestro estudio que en el 
reportados (42% vs 38%). El cambio de subtipo molecular puede estar afectado por el método de 
muestreo y el porcentaje de celularidad en el tejido de cirugía dada la quimioterapia, y esto puede 
mostrar variabilidad en la predicción del subtipo molecular[63]. 
6.3. Detección de mutaciones del panel de cáncer en tumores triple negativos por 
secuenciación 
En CM se han reportado un par de trabajos donde utilizan la tecnología de Ion Torrent para 
evaluar genes relacionados con CM, como es el estudio de Chan y cols.[64] en el cual evaluaron 
en 20 pacientes la secuencia de los genes BRCA1 y BRCA2, usando la plataforma de Ion Torrent 
PGM, la construcción de las librerías y amplificación por PCR se realizó utilizando primers de 
PCR sintetizados de manera personalizada o ya reportados anteriormente. Las regiones 
codificantes de los genes BRCA1 y BRCA2 fueron amplificados para secuenciarse por el método 
de Sanger, y estos amplicones de PCR fueron usados para generar las librerías para la 
secuenciación con Ion Torrent, obteniendo una sensibilidad de 98.7% (IC 95%= 96.3-100%) y 
especificidad de 99.8% (IC 95%= 99.5-100%)[64]. De manera similar, se realizó el estudio de 
Trabeux y cols.[65] quienes analizaron también los genes BRCA1 y BRCA2 en 30 pacientes con 
CM familiar, utilizando un método alterno al AmpliSeq para realizar la PCR multiplex, el 
enriquecimiento y preparación de librerías, este método (BRCA MASTRassay v2.0 (Multiplicom, 
Nieln Belgium) y Library Builder (Life Technologies)) se realizó para preparar fragmentos de PCR 
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de 300 pb flanqueados por los adaptadores y barcodes necesarios para la secuenciación en el 
PGM. Todas las variantes detectadas por métodos tradicionales fueron identificadas en el 
PGM[65].  
En el presente trabajo y usando el Cancer Panel, el cual  nos permitió analizar regiones hot spot 
de 46 genes, se encontró que 32 de ellos presentaron al menos una variante en nuestra muestra 
de 32 tumores de mama triple negativos. Estos 32 genes presentaron en total 168 variantes 
siendo el 95.8% del tipo SNP y el 4.2% deleciones e inserciones, cabe mencionar que el gen con 
más variantes presentadas fue el gen TP53 (19 SNPs, 3 deleciones y 2 inserciones), sin embargo 
este presento variantes diversas en muestras diferentes. Por otro lado de las 168 variantes el 
70% correspondía a VNR y en algunos genes fueron muy frecuentes. En estudios similares al 
presente, como es el publicado por Horvath y cols.[66] en el que se realizó la secuenciación del 
RNA de 17 tumores de CM, entre los cuales 6 eran CMTN, encontrando variantes ya reportadas 
y de novo, entre las ya reportadas cabe resaltar tres variantes con efecto en su proteína del gen 
ATM, del cual en el presente trabajo se encontró una VNR en 9 de las 32 muestras analizadas. 
Además entre las variantes de novo encontradas validaron aquellas en genes relacionados con 
cáncer más prevalentes en bases de datos de población abierta y de cáncer, los genes donde se 
encontraron dichas variantes fueron: ESRP2, GBP1, TPP1, MAD2L1BP, GLUD2 y SLC30A8. A 
pesar que estos genes no se encontraron afectados en nuestras muestras cabe resaltar que 
Horvath y cols. demostraron, mediante ensayos mutagenésis dirigida en el sitio de la mutación y 
posterior transfección en líneas celulares de CM,  que una sustitución rara en el gen ESRP2 
(p.R353Q) deja a la proteína sin habilidad de unirse a su sustrato el cual es un pre-mRNA del gen 
FGFR2 y que está involucrado en la transición epitelio mesenquimal (TEM)[66], en este gen fue 
frecuentemente (26/32) encontrada una VNR en nuestra muestra. 
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Variante en el gen ATM 
El gen ATM se localiza en el brazo largo del cromosoma 11 (11q22-q23) y la proteína producida 
por este gen es una quinasa importante en el control del ciclo celular ya que regula algunas 
proteínas supresoras de tumores como p53 y BRCA1, además está involucrada en la reparación 
de DNA. Mutaciones en este gen están relacionadas con el desorden autosómico recesivo de 
Ataxia Telangiectasia, sin embargo ha sido descrito también como un gen de baja penetrancia en 
tumores de mama de tipo familiar, describiéndose que portadores de mutaciones heterocigotos 
en este gen tienen de dos a cinco veces más riesgo a padecer CM[67, 68]. En tejido de tumores 
TN se ha reportado la baja expresión de la proteína ATM, proponiéndose este hallazgo como una 
característica compartida en este tipo de tumores que además presentan mutaciones en 
BRCA1/2[69]. En nuestra muestra de 32 tumores se presentó una variante en 9 de las 32 
(18.13%) pacientes que es un cambio de T por C que se localizaría en la posición 117, 205 del 
gen perteneciente al exón 55 y en la posición 2693 de la proteína produciendo un cambio del 
aminoácido Alanina a una Valina (Ala2693Val). En la Figura 9 se muestra la posición en el gen y 
la proteína de la variante descrita, en esta última se observa como la variante cae en un sitio de 
unión a ATP y de interacción con otras proteínas de la familia PIKK (Phosphatidylinositol 3-
kinase-related kinases). Esta región es importante porque al no existir una unión eficiente del 
ATM con el ATP disminuirá o se eliminara la posibilidad de fosforilación de ATM, evitando así la 
cascada de reacciones como la reparación del daño al DNA por el complejo Mre11/Rad50/Nbs1 
(MRN) el cual depende de la unión a ATP al igual que ATM para su funcionamiento[70]. En otros 
estudios de secuenciación masiva se han encontrado también mutaciones en este gen en 
muestras de cáncer, por ejemplo en el trabajo de Beltran y cols. [71] donde se analizaron 
muestras de tejido FFPE de 45 pacientes con cáncer de próstata avanzado en la plataforma de 
Illumina HiSeq 2000 previa captura de híbridos, analizándose 3320 exones en 182 genes 
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asociados previamente a cáncer (incluyendo todos los analizados en el Cancer Panel, excepto 
CSF1R y HNF1A), encontrando entre los genes que presentaban una baja frecuencia de 
mutaciones al gen ATM y PIK3CA (8% y 4% respectivamente)[71], esto contrario a lo que en el 
presente trabajo se encontró siendo estos genes dos de los que mayor frecuencia reportaron en 
nuestras muestras (ATM 18.13% y PIK3CA 37.5%), que aunque difieren en el tipo de tumor, la 
metodología utilizada en ambos trabajos fue similar, por lo que podríamos sugerir que 
mutaciones en ATM y PIK3CA son más frecuentes en CMTN que en cáncer de próstata 
avanzado. Sin embargo, es necesario señalar que las mutaciones encontradas en el gen ATM en 
el trabajo de Beltran y cols. son mutaciones que producen una proteína truncada (mutaciones 
nonsense), mientras la mutación más frecuente en nuestro trabajo es una variante no sinónima  
(mutación missense) con posible impacto en la fosforilación de la proteína y por tanto en su 
función, además se ha reportado que las mutaciones missense en este gen evitan la actividad 
quinasa inducida por la radiación de la proteína ATM en células control normales y esto reduce la 
viabilidad celular, mientras las variantes missense neutrales no lo hacen[72]. Por otro lado, esta 
variante no ha sido descrita previamente, siendo desconocida hasta ahora su importancia clínica, 
por lo que es necesario demostrar el verdadero impacto de esta variante en el gen ATM en el 
desarrollo y biología del CMTN. En otro estudio, Bhattacharya y cols[73] describen que la 
presencia de deleciones en el gen ATM y MCPH1 (estos se unen cuando ATM esta fosforilado 
para reparar rupturas de DNA de doble cadena) reducen la expresión transcripcional y de las 
correspondientes proteínas, esto más frecuentemente observado en tumores con RE y RP 
negativos[73], lo cual es relevante, ya que en nuestra muestra, la cual está conformada por 
tumores triple negativos, la presencia de la variante encontrada está en 12 de 32 pacientes y esto 
puede estar afectando la fosforilación de ATM impidiendo la unión con MCPH1 y por lo tanto 
evitar la reparación de DNA. 
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Figura 9. Gen ATM y su proteína. A. El gen ATM constituido por sus 63 exones, se muestra de azul el gen y de 
líneas negras con recuadros o flechas verdes se muestra las dos regiones codificantes del gen (CDS), las líneas 
representan los intrones y los recuadros o flechas verdes los exones. La posición de la variante se señala con una 
flecha roja. B. La proteína producto de gen ATM, se muestra en amarillo la proteína completa y en flechas rojas las 
regiones de interacción con otras proteínas, de flechas negras se señalan los sitios de activación y catalítico del loop 
y de líneas y recuadros negros se muestran los sitios de unión al ATP (unión química), de flecha azul se señala la 
localización de la variante encontrada en el presente estudio, siendo una nutación no sinónima. 
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Variante en el gen FGFR2 
El gen FGFR2 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 10 en la banda 10q25.3-q26. Este 
gen codifica para una proteína miembro de la familia de receptores de factores de crecimiento de 
fibroblastos, la estructura de la proteína consta de un sitio extracelular que contiene 3 dominios 
parecidos a los de las inmunoglobulinas (Ig-like D1, Ig-like D2 e Ig-like D3), un único segmento 
que abarca la membrana hidrofóbica y de un dominio citoplasmático del tipo tirosina quinasa. 
Esta proteína actúa como un receptor extracelular de factores de crecimiento de fibroblastos y es 
esencial para la regulación de la proliferación, diferenciación y migración celular, así como para la 
apoptosis, por lo que mutaciones en el gen que produzcan una sobreexpresión de la proteína 
podría incrementar la proliferación celular desencadenando procesos cancerígenos. En el CMTN 
se ha propuesto que una de las características de estos tumores es la amplificación y activación 
de proteínas del tipo tirosina quinasa, productos de genes como EGFR, HER2 y FGFR2 [74]. 
Existen varios ensayos clínicos de fármacos dirigidos a varios genes/proteínas tirosina quinasa, 
en pacientes con CM, sin embargo como la amplificación del gen FGFR2 se ha reportado en baja 
frecuencia en tumores triple negativos, es poco probable que se evalúen en dichos ensayos 
clínicos pacientes con CMTN y amplificación en FGFR2 [75]. En el presente trabajo se ha 
encontrado dos variantes en el gen FGFR2, una de ellas produce un cambio en la proteína, 
específicamente en la posición 367, habiendo un cambio del aminoácido de lisina por acido 
glutámico (Lys367Glu), dicho cambio se encuentra localizado en una región extracelular de la 
proteína y en un sitio de corte y empalme (Figura 10), al presentarse en el 81% de las muestras 
(26/32), es muy probable que este cambio produzca ya sea una variante de la proteína más 
activa o más afín a su ligando (FGF), ya se ha reportado que la mayoría de las mutaciones en 
este gen que representan un cambio en la región extracelular causan activación del receptor ya 
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que facilitan la dimerización necesaria para que la proteína desencadene sus funciones 
intracelulares, ejemplos de esta situación se han descrito en el síndrome de Crouzon [76] y en el 
síndrome de Apert [77]. En este último ejemplo dos mutaciones son frecuentes en los pacientes 
con el síndrome de Aper en el exón 8 y representan cambios en la proteína (Ser252Trp y 
Pro253Arg) justo entre los dominios Ig-like 2 y Ig-like 3, al parecer estas mutaciones causan una 
disminución en la tasa de asociación entre el FGFR2 y el FGF2 [78, 79] y por tanto una activación 
del FGFR2 dependiente de su ligando [79, 80], además Ibrahimi y cols proponen que la presencia 
de estas mutaciones  aumentan la interacción y la afinidad de unión de estas proteínas [77, 81]. A 
pesar de la posible relevancia de la variante encontrada en el presente trabajo, cabe la 
posibilidad que esta variable sea propia de nuestra población, por lo que es necesario tamizarla 
en población abierta. El efecto exacto de la variante encontrada en su respectiva proteína es aún 
desconocido, y falta determinar los niveles de expresión de esta en el tejido, ya que la 
sobreexpresión se ha adjudicado a tumores de mama con receptores hormonales positivos 
pensándose en una dependencia hormonal de esta proteína[82-85], y al tratarse nuestras 
muestras de CMTN no se esperaría la sobrexpresión de FGFR2 en el tejido tumoral. Por otro 
lado, la presencia de polimorfismos en este gen relacionados con la presencia de CM en mujeres 
se ha descrito en diversas poblaciones incluyendo población caucásica [86] e  hispana [86], así 
como población china y alemana[87], pero también en hombres con CM se ha descrito la 
asociación de un polimorfismo del FGFR2 (rs2981582), esto en un estudio en población 
italiana[88].  
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Figura 10. Gen FGFR2 y su proteína. Estructura del gen y de la proteína FGFR2. A: Estructura del gen FGFR2, de 
recuadros y flechas verdes los exones y de líneas negras los intrones, se muestra 2 variantes de mRNAs del gen, 
abajo se delimita el exón 9, en el cual se marca de línea y flecha roja la posición dela variante encontrada en el 
presente estudio (T/C 88154).  B: Estructura lineal de la proteína FGFR2,  de azul la proteína lineal, de cuadros y 
líneas negras los sitios de unión a ATP, así como sitios de unión a otras proteínas y algunas variantes reportadas, 
abajo se delimita el área de modificación del aminoácido afectado por las variantes afectadas, la línea y flecha azul 
marcan la posición del cambio de aminoácido (Lys367Glu) 
 
T/C (88154) 
A 
B 
 
(Lys)K367E(Glu) 
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Variante en el gen PIK3CA 
El gen PIK3CA se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 3 en la banda  3q26.32, 
es un gen cuyo producto proteínico es el de una subunidad catalítica esencial para fosforilar 
PtdIns (Phosphatidylinositol), PtdIns4P (Phosphatidylinositol 4-phosphate) y PtdIns(4,5)P2 
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) para generar phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 
(PIP3), el cual activa cascadas de señalización que incluyen procesos de crecimiento, 
sobrevivencia y proliferación celular. Las mutaciones de este gen que se han descrito son más 
comunes en los exones 2 y 9, en los cuales se encuentran dominios helicoidales y de tipo 
quinasa, y según lo reportado ocurren en una tercera parte de los tumores de mama[89]. En el 
presente reporte se encontró una variante en 12 de las 32 muestras analizadas (37%), variante 
reportada previamente, la cual se describe como un SNP (rs3729687) localizado en el exón 14 
del gen con un cambio en la posición G77567A y que provoca un cambio en la proteína de 
Glu707Lys, este cambio se encuentra en una región que es el dominio catalítico para la isoforma 
alfa clase IA de la proteína, sin embargo este SNP no cuenta con reportes que lo relacionen con 
el CM. Cabe mencionar que las mutaciones que se han descrito en este gen se han encontrado 
más frecuentemente en tumores de mama con RE positivos y/o HER2 positivos[90], de manera 
contraria a nuestra muestra de estudio que incluyó únicamente tumores con RE negativos, 
también es importante señalar que, la frecuencia de mutaciones en el gen PIK3CA en nuestra 
muestra fue mayor a lo reportado para tumores de mama triple negativos (37% vs 8%)[90, 91]. 
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Figura 11.- Estructura del gen y de la proteína PIK3CA. A: Estructura del gen PIK3CA, de recuadros y flechas 
verdes los exones y de líneas negras los intrones, se muestra 3 variantes de mRNAs del gen, abajo se delimita el 
exón 14, en el cual se marca de línea y flecha roja la posición dela variante encontrada en el presente estudio (G/A 
77567).  B: Estructura lineal de la proteína PIK3CA,  de amarillo la proteína lineal, de flechas rojas los dominios más 
importantes de la proteína, abajo se delimita el área de modificación del aminoácido afectado por la variante, la línea 
y flecha azul marcan la posición del cambio de aminoácido (Glu707Lys). 
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6.4. Vías de señalización identificadas 
Se encontraron cinco vías de señalización en las que los resultados de microarreglos eran 
significativos (Tabla 8), sin embargo de estas únicamente la vía de Mecanismos moleculares del 
cáncer (Figura 8), fue la que además contenía los tres genes que en los resultados de 
secuenciación presentaron las variantes que a nuestro parecer son las más importantes, ya que 
son variantes no sinónimas y tienen efecto en la proteína. En un estudio similar a este, Vera-
Ramírez y cols [92] donde se analizaron tumores de CM antes y después del tratamiento 
neoadyuvante se analizaron también las vías de señalización afectadas y las redes de genes de 
un conjunto de 30 genes (relacionados con quimioresistencia según resultados de los autores), 
sin embargo las vías de señalización no coinciden con las encontradas en el presente trabajo. A 
pesar de lo anterior, cabe resaltar que en dicho estudio sugieren que la expresion del conjunto de 
30 genes relacionados con quimioresistencia pueden estar promovidos por cuatro factores de 
crecimiento: el Factor beta de crecimiento transformante (TGF-β1), factor de crecimiento de 
insulina 1 (IGF1), factor A de crecimiento endotelial y vascular (VEGFA) y el factor de crecimiento 
epitelial (EGF), además de dos factores de transcripción (MTPN y Sp-1) y un receptor nuclear 
dependiente del ligando (THRB). Lo anterior es importante ya que mencionan varios factores de 
crecimiento relacionados con la quimioresistencia de los tumores de mama que analizaron, y en 
el presente trabajo se encontró una variante no descrita en el gen FGFR2, presente en la 
mayoría de las muestras analizadas, estas muestras provenientes de tumores de CMTN, que se 
caracterizan por tiempo cortos de recaídas y presencia de metástasis en cortos plazos, por lo que 
este gen y en especial esta variante puede estar involucrada en la presencia de clonas 
quimioresistentes en los tumores de CMTN. 
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7. CONCLUSIONES 
En el presente estudio se realizó un análisis de expresión de genes candidatos (BRCA1, EGFR, 
PTPN12 y TP53) por qPCR, así como de expresión global por microarreglos en pacientes con 
CM de las cuales se contó con muestra de biopsia y cirugía (antes y después del tratamiento 
neoayuvante), además se realizó un análisis de mutaciones en un panel de genes relacionados 
con cáncer en pacientes con CMTN. En cuanto a la expresión de genes candidatos es necesario 
ampliar el número de muestra para encontrar tendencias de la expresión de estos genes y la 
respuesta al tratamiento neoayuvante. Con los datos de microarreglos se pudieron clasificar 
molecularmente los tumores, además de que se encontró una firma de 59 genes diferencialmente 
expresados entre las muestras de antes y después del tratamiento. La secuenciación de nueva 
generación nos mostró tres variantes no sinónimas en los genes ATM, FGFR2 y PIK3CA que no 
han sido descritas anteriormente y que pueden tener impacto en la función de la proteína así 
como en la regulación de las vías en las que participa. Finalmente se encontraron vías de 
señalización en las cuales convergen los datos evaluados en microarreglos y secuenciación. A 
pesar de que es necesario validar los resultados de microarreglos y secuenciación en cohortes 
más grandes de pacientes, el presenta trabajo abre el panorama a la detección de nuevas firmas 
genómicas relacionadas a la respuesta al tratamiento neoadyuvante y a la presencia de 
probables mutaciones propias de nuestra población.  
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